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(57) Abstract 

The invention features methods for using MHC/peptide complexes. The successful peptide-specific T lymphocyte purification by 
adsorption on a solid support coupled with a high density of MHC recombinant molecules, charged with a single peptide is disclosed. 
This method has enabled the isolating, purifying and quantifying of tumoral specific T lymphocytes, from peritoneal exudate and tumor- 
infiltrating lymphocytes. These purified T lymphocyte populations can be further multiplied in vitro. The resulting cells show a superior 
cytotoxic activity and an enhanced anti-tumoral action by re-injection in the tumor carrier. This novel approach is important for analysing 
the T lymphocytes repertoire at the peptide specificity level and to improve novel T lymphocyte adoptive immunotherapy based therapeutic 
treatments. Further, the MHC/peptide specific complexes can induce or stimulate peptide-specific T lymphocytes. Thus are also disclosed 
methods to induce cytotoxic T lymphocytes (CTL). These CTL can be used in turn to fight tumoral cell growth in vitro or in vivo The 
MHC recombinant molecule charged with a single peptide can be effectively used in polymer form to stimulate specific immune response 
ex vivo or in vivo after being injected in man or animal. 

(57) Abregd 

La presente invention concerne des methodes d'utilisation de complexes CMH/peptide. On decrit la purification reussie de lymphocytes 
T peptide-specifiques par adsorption sur un support solide coupl<S a une density 6levee de molecules recombinantes du CMH, chargees d'un 
seul peptide Cette methode a perm is d'isoler, purifier et quantifier des lymphocytes T specifiques de tumeur, a partir d'echantillons 
d exsuda pentoneal et de lymphocytes mfiltrant des tumeurs. Ces populations de lymphocytes T purifies peuvent etre encore multiplies 
in vitro. Les cellules resultantes presentent une activite cytotoxique sup6rieure et une action anti-tumorale accrue par reinfection au porteur 
de la tumeur. Cette nouvelle approche est importante pour analyser le repertoire de lymphocytes T au niveau de la specificity peptidique 
et pour am61iorer de nouveaux traitements th6rapeutiques bas6s sur rimmunotherapie adoptive a lymphocytes T. De plus, les complexes 
specifiques CMH/peptide peuvent induire ou stimuler des lymphocytes T peptide-specifiques. Ainsi, on decrit 6galement des methodes 
destines a induire des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Ces CTL peuvent etre utilises a Ieur tour pour combattre la croissance des 
cellules tumorales in vitro ou in vivo. La molecule CMH recombinante chargce avec un seul peptide peut etre utilisee avec efficacite sous 
forme polymere pour stimuler une r6ponse immune specifique ex vivo ou in vivo apres injection a l'homme ou r animal 
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Methodes d 1 utilisation de complexes peptide/complexe 
5 majeur d 9 histocompatibility pour obtenir ou purifier 

des cellules T antigene-specif iques 
et pour stimuler des cellules T. 
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ARRIERE-PLAN DE L * I NVENTION 

La presente invention fournit des compositions 
comprenant un antigene ou molecule du complexe majeur 
d 'histocompatibility (CMH) conjointement avec un antigene 

15 peptidique et des methodes pour utiliser ces compositions 
lorsqu'elles sont liees a un support solide. Dans un mode de 
realisation, 1 ' invention fournit des methodes pour obtenir, 
purifier et/ou multiplier une population de lymphocytes T 
qui sont specif iques d'un antigene peptidique particulier. 

20 Diverses utilisations des lymphocytes T obtenus sont 
egalement decrites . Dans un autre mode de realisation, 
1 1 invention fournit des methodes pour induire ou stimuler 
des lymphocytes T pour repondre a un antigene specif ique. 
Les modes de realisation preferes comprennent des methodes 

25 pour purifier des lymphocytes T cytotoxiques et des methodes 
pour activer ou induire la reponse d'un lymphocyte T 
cytotoxique, generant ainsi un lymphocyte T cytotoxique 
specif ique d'un antigene. 
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Les principaux concepts de la reconnaissance des 
lymphocytes T et du repertoire des lymphocytes T fournissent 
un arriere-plan pour comprendre la presente invention et ses 
utilisations. On sait que les lymphocytes T reconnaissent 
5 des fragments antigeniques portes par la surface d'une 
cellule presentatrice d'antigene en association avec des 
produits des genes du CMH de classe I ou de classe II (1). 
La liaison aux recepteurs de cellule T fait partie du 
processus de reconnaissance. 

On sait egalement que la population totale de 
lymphocytes T d'un seul animal peut reconnaitre plusieurs 
millions de specif icites differentes, une seule specif icite 
pouvant etre definie comme un peptide lie a une molecule du 
CMH. La reconnaissance d'un tel nombre de specif icites est 
realisee par la recombinaison aleatoire de differents 
segments de genes, suivie par la selection clonale (2). En 
raison de I'etendue du repertoire des lymphocytes T et du 
nombre total limite de lymphocytes T, seul un petit nombre 
de lymphocytes T sont diriges centre une specif icite donnee. 
Ce nombre peut etre augmente chez des animaux immunises de 
fagon repetee, mais il reste relativement faible (3). En 
raison du petit nombre de lymphocytes T diriges contre un 
antigene particulier, il est difficile d f identifier des 
moyens efficaces pour purifier in vitro un lymphocyte T 
d ■ une specif icite donnee . 

Les repertoires de lymphocytes T ont ete etudies afin de 
tenter de mesurer la diversite du repertoire et I 1 expansion 
clonale dans des echantillons sains et cliniques (pour une 
revue, voir (4)). Un certain progress a ete realise par le 
30 developpement d T approches basees sur la biologie 
moleculaire, dans lesquelles on teste directement des 
arrangements geniques de recepteur des cellules T ( TCR ou 
TcR). Toutefois, il arrive souvent que plusieurs differents 
arrangements geniques du TCR (e'est-a-dire des combinaisons 
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de TCRS et de TCRa ) reconnaissent la meme specif icite (5). 
Souvent, on ne peut pas etablir de correlation entre une 
specif icite donnee et une expansion clonale d * un arrangement 
ou sequence TCR particulief. Ainsi, on ne peut pas etablir 
de correlation entre la specificite et un clone de 
lymphocytes T particulier. 

L' analyse de la diversite du repertoire des 
lymphocytes T a utilise essentiellement trois approches 
experimentales differentes. La premiere implique 
1 ' etablissement de clones de lymphocytes T ou d * hybridomes 
de lymphocytes T (27, 28). Etant donne que les efficacites 
de clonage et de fusion peuvent varier d'un lymphocyte T a 
un autre, des biais importants peuvent etre generes pendant 
le clonage utilise dans cette methode. A partir des segments 
V et J du recepteur de cellules T , une seconde methode 
utilise des anticorps monoclonaux (AcM) VS - et va- 
specifiques (29), permettant des analyses plus fiables des 
repertoires de lymphocytes T en 1' absence d ' une expansion in 
Vitro . Toutefois, tous les reactifs VS ou Va ne sont pas 
disponibles et le pouvoir de resolution de cette technique 
n'atteint pas le niveau clonal. 

Ces dernieres annees, le travail realise par les 
presents inventeurs (4, 14) et d ' autres (30, 32) a consiste 
a analyser la diversite du repertoire des lymphocytes T par 
PCR, en utilisant des amorces V- ou J-specif iques et, dans 
certains cas, le sequencage direct du TCR. Cette troisieme 
approche comble les principales lacunes des techniques 
anterieures, etant donne qu'une amplification in vitrn n'est 
pas exigee et que tous les differents segments V et J 
peuvent etre analyses, du moins theoriquement . Une 
information supplementaire fournie par la determination de 
la taille de la region CDR3 du TCR peut permettre 
1' expansion clonale directe. 
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Ces approches de la caracterisation de la diversite des 
lymphocytes T sont toutes centrees sur les caracteristiques 
structurelles du TCR. Les lymphocytes T repondent a des 
fragments peptidiques d ' antigenes lies a la surface 
5 cellulaire de molecules du complexe majeur 

d T histocompatibility (CMH) sur des cellules presentant des 
antigenes (APC). Cela signifie que le TCR se lie a un 
antigene peptidique en association avec des molecules du 
CMH, que 1 1 on appellera ici complexe CMH/peptide. II a ete 

10 difficile d'etablir une correlation entre 1 ' utilisation de 
gene de TCR et la specificite ainsi que la f onctionnalite du 
TCR pour une population de lymphocytes T particuliere . Dans 
certains cas, on utilise de preference un segment V ou 
longueur CDR3 particulier dans la reponse des lymphocytes T 

15 a un complexe CMH/peptide donne (pour une revue, voir (33)). 
Le plus souvent, la reponse est apparemment diverse en terme 
d 1 utilisation de segments V et J ou de longueurs CDR3 pour 
les deux chaines a et B . Jusqu'a present, on a observe 
seulement quelques reponses ciblees de lymphocytes T chez 

20 1'homme (4). Les methodes destinees a obtenir des 
lymphocytes T specifiques et a analyser la specificite des 
lymphocytes T independamment des caracteristiques de 
structure du TCR ne devraient pas etre soumises a ces 
limitations et d'autres, discutees dans les references 

25 citees. Ainsi, il serait utile de disposer de telles 
methodes . 

Le tri cellulaire utilisant des anticorps a ete 
largement utilise pour obtenir et caracteriser des 
proprietes phenotypiques et f onctionnelles de sous-ensembles 

30 de cellules lymphoides (34). Le tri cellulaire a mediation 
par anticorps est base sur la grande affinite de 
1 T interaction anticorps/antigene • Etant donne la faible 
affinite du TCR pour son ligand (35), il peut etre 
surprenant que la specificite et l'efficacite du tri 

35 cellulaire se manifestent avec des anticorps. L 1 affinite 
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intrinseque du TCR pour son complexe CMH/peptide apparente a 
ete determinee dans quelques cas et s ' est averee f aible 
(inferieure a 10 -5 et 10" 7 M) (36, 37). Toutefois, Dal Porto 
et al. (38) ont decrit qu'une fusion bivalente H-2Kb/IgG 
presente une grande avidite ( de 1 ' ordre du nM) pour des 
lymphocytes T anti-Kb alloreactif s . La presente invention 
montre que l'on peut compenser la f aible af finite du TCR 
pour son ligand apparente en utilisant une densite elevee de 
complexes CMH/peptide, par exemple lies a un support solide. 

L 1 analyse de la reponse des lymphocytes T a des tumeurs 
chez des animaux a montre que divers facteurs peuvent 
contribuer a 1 ' inaptitude de 1 ' animal a repondre avec succes 
aux antigenes specif iques d'une tumeur et done a la tumeur. 
Par exemple, une population insuffisante de lymphocytes T 
specif iques de la tumeur peut permettre aux cellules 
tumorales d ' echapper aux effets cytotoxiques de la reponse 
des lymphocytes T (55). 

De plus, des lymphocytes infiltrant les tumeurs ont ete 
isoles a partir de patients et ont ete utilises pour 
1 ' immunotherapie adoptive apres culture in vitro (7_g). Les 
resultats obtenus ont ete toutefois decevants . Le plus 
souvent, la raison en est que seulement un tres f aible 
pourcentage des lymphocytes infiltrant les tumeurs est 
reellement specif ique de la tumeur. De plus, des pertes 
peuvent apparaitre dans la population des lymphocytes T 
specif iques a la tumeur pendant 1 ' amplification in vitrn ou 
une perte de 1 ' activite tumorale de ces lymphocytes T peut 
apparaitre en raison de mecanismes anergiques ou 
regulateurs . 

Ces problemes peuvent etre resolus par une methode dans 
laquelle la population de lymphocytes T specif iques d'une 
tumeur chez un animal est isolee ou purifiee en se basant 
sur la liaison a un antigene specif ique d'une tumeur. 
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Toutefois, des methodes anterieures de dilution limitee 
d f echantillons de lymphocytes T ne peuvent pas identifier 
des lymphocytes T ayant des capacites de liaison tumeur- 
antigene accrues ou justifient la perte de lymphocytes T 
5 pendant 1 1 amplification. De plus, des limitations du tri 
cellulaire base sur des anticorps ont ete remarquees. Ainsi, 
il existe dans la technique une necessite pour des methodes 
nouvelles et ameliorees, destinees a obtenir des cultures 
purifiees ou isolees de lymphocytes T specif iques d'une 

10 tumeur. Les presents inventeurs ont comble cette lacune par 
un aspect de 1 1 invention divulguee . La presente description 
montre que des populations de lymphocytes T specifiques 
peuvent etre enrichies ou que des lymphocytes T specifiques 
d'un antigene peuvent etre purifies selon leur specif icite 

15 en utilisant des complexes CMH/peptide couples a un support 
solide . 

Une autre approche destinee a obtenir ou purifier des 
populations de lymphocytes T specifiques implique 
1 1 induction ou la stimulation de lymphocytes T. Les 

20 lymphocytes T repondent a des fragments peptidiques 
d'antigenes lies a la surface cellulaire de molecules du 
complexe majeur d f histocompatibility ( CMH ) sur des cellules 
presentant des antigenes (APC). La liaison du TCR a des 
complexes CMH/peptide est favorisee par les co-recepteurs 

25 CD4 ou CD8 et conduit a la proliferation et la 
dif f erenciation des lymphocytes T. 

Toutefois, 1' excitation mediee par TCR est generalement 
inefficace, sauf si elle est accompagnee par des signaux 
"co-stimulateurs". Ces signaux regulent la production de 
30 lymphocytes T par des cytokines stimulant la croissance, 
tels que IL-2, et resultent de 1 1 interaction d ' ensembles 
multiples de molecules complementaires sur des lymphocytes T 
et des APC, par exemple entre CD28 sur des lymphocytes T et 
B7 sur des APC. Un grand nombre de diverses molecules sur 
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les APC, comprenant par exemple B7.1, B7.2-ICAM et HSA, sont 
connues pour exprimer une fonction co-stimulatrice dans des 

conditions in vjJuZQ def inies . Les molecules les plus 

importantes pour la co-stimulation ne sont pas encore 
elucidees . 

Un protocole permettant de connaitre les facteurs les 
plus importants de la co-stimulation utilise des cellules 
transfectrices avec des genes de molecules co-simulatrices 
connues et ensuite, teste la fonction d f APC de ces cellules, 
Un inconvenient de cette approche est que pratiquement tous 
les types cellulaires expriment au moins un faible taux de 
certaines molecules co-stimulatrices . Cette expression 
d ! arriere-plan pose moins de probleme si 1 1 on utilise une 
APC artificielle pour la presentation. Par consequent, il 
serait interessant dans la technique de disposer de methodes 
pour stimuler ou induire une reponse de lymphocytes T qui 
serait depourvue de signaux co-stimulateurs, c'est-a-dire 
une APC artificielle. 

RESUME DE L ' INVENT TON 

L 1 invention comprend diverses utilisations de complexes 
CMH/peptide. Un complexe CMH/peptide designe une molecule du 
CMH chargee d 1 antigenes specif igues. Les complexes 
CMH/antigene peuvent etre utilises pour obtenir, isoler ou 
purifier des populations de lymphocytes T specif iques 
lorsqu'elles sont liees a, ou lorsqu'elles adherent a, un 
support solide. Des antigenes ou determinants modifies du 
CMH des classes I et II, sont capables d ' imiter 
f onctionnellement les produits geniques naturels. Ainsi, des 
determinants modifies du CMH, tels que ceux decrits et 
presentes par des exemples specif iques, peuvent etre 
utilises aussi bien que les molecules codees par le CMH, 
naturelles ou identifiees anterieurement . 
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Des complexes CMH/antigene peuvent etre egalement 
utilises pour stimuler les lymphocytes T. Pour activer les 
lymphocytes T, on peut utiliser des billes enrobees 
comprenant le complexe CMH/antigene specif ique. 11 est 
5 egalement possible de provoquer chez les lymphocytes T la 
formation de lymphocytes T cytotoxiques qui sont diriges 
contre 1 f antigene specif ique. 

La methode generale qui constitue un aspect de la 
presente invention permet la purification reussie de 
10 lymphocytes T specif iques d 1 un antigene ou d'un peptide pour 
tout antigene, y compris les antigenes associes a une 
tumeur. La methode consiste a utiliser un substrat solide et 
a coupler un determinant du CMH charge d'un peptide ou 
antigene au substrat solide. 

15 Dans un mode de realisation, la methode utilise des 

billes magnetiques couplees a une haute densite de molecules 
du CMH qui sont chargees d'un peptide. 

Cette methode permet de purifier, isoler et quantifier 
des lymphocytes T specif iques d'une tumeur a partir 

20 d 1 echantillons contenant des lymphocytes T, par exemple des 
lymphocytes infiltrant une tumeur (TIL) et des echantillons 
d ' exsudat peritoneal ( PE ) . De telles populations de 
lymphocytes T purifies peuvent etre encore multipliees in 
vitro et presentent une activite cytotoxique plus elevee et 

25 une action anti-tumorale accrue apres reinjection a des 
animaux porteurs d'une tumeur. La nouvelle approche 
divulguee et revendiquee ici fournit des methodes 
importantes pour analyser le repertoire de lymphocytes T au 
niveau de la specificite peptidique et pour ameliorer de 

30 nouveaux traitements therapeutiques bases sur 

1 1 immunotherapie de lymphocytes T adoptifs. 

Dans un cas, on a decouvert avec surprise que les 
lymphocytes T, purifies a partir d'un support solide 
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comprenant le CMH charge d 1 un antigene specif ique d'une 
tumeur, presentent une activite antitumorale renforcee. La 
presenile invention est utile pour tous les types de tumeurs, 
c'est-a-dire qu'elle s'est averee efficace non seulement 
dans le traitement de tumeurs solides, mais aussi dans le 
traitement de la leucemie, de lymphomes , etc. Toutefois, les 
methodes liees a des lymphocytes T specif iques d'une tumeur 
ne constituent qu'un mode de realisation de la presente 
invention. D'une maniere analogue par exemple, des antigenes 
specif iques d'un virus peuvent etre utilises dans des 
methodes destinees a purifier des lymphocytes T qui sont 
specif iques de cellules infectees par un virus. Ainsi, 
1 ' homme du metier peut utiliser 1 1 invention decrite avec un 
antigene quelconque capable de produire, ou connu pour 
produire, une reponse dans des lymphocytes T afin d'obtenir 
des lymphocytes T specif iques d'un antigene ayant une 
specif icite voulue. 

Dans un autre mode de realisation, la presente invention 
fournit un outil de diagnostic puissant pour la detection de 
lymphocytes T presentant un TcR specif ique. Par exemple, les 
lymphocytes T peuvent etre utilises pour detecter la 
presence de lymphocytes T qui repondent aux cellules 
tumorales chez des patients, dans des echantillons ou chez 
des animaux. 

Dans d'autres modes de realisations, 1 ' invention fournit 
des methodes, des trousses et des procedes pour analyser et 
pour utiliser des CTL humains diriges centre un peptide 
specif ique. L ' identification de peptides derives de cellules 
tumorales permet par exemple de provoquer des reponses de 
CTL antitumoraux et fournit des reactifs importants pour 
structurer des immunotherapies antigene-specif iques et 
stimuler la recherche et developpement futurs 
d 1 immunotherapies . Des strategies d 1 identification de ces 
peptides therapeutiques sont basees sur la selection de 
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Hants du CMH, ayant une af finite elevee, a partir 
d'antigenes associes a une tumeur. Divers tests de liaison 
utilisant des systemes cellulaires (93, 94) ou bases sur des 
tests en phase solide (95, 101) peuvent etre utilises, 
5 D'autres systemes de test sans cellules, bases sur 
1' aptitude de peptides concernes a stabiliser des molecules 
du CMH de classe I vides (102-105) ou a assembler les CMH de 
classe I a partir de ces sous-ensembles (106) ont ete 
decrits, mais generalement , ils sont complexes du point de 

10 vue technique et greves par le manque de reproductibilite- 
Une fois definie, l f aptitude des peptides potentiellement 
immunogenes a induire des CTL capables de tuer selectivement 
des cellules tumorales humaines doit etre testee. Le progres 
accompli dans ce domaine est faible en raison des problemes 

15 pratiques limitant 1 f utilisation de 1 9 immunisation in vivo 
et l 1 absence de reproductibilite des methodes d 1 amorgage in 

L' invention decrit la production reussie d 1 une molecule 
SSC-A2 biologiquement active. Cette molecule SSC-A2 est 

20 repliee convenablement (figure 17) et se lie specif iquement 
a des peptides antigeniques restreints par A2 et ne se lie 
pas a des peptides murins restreints H-2.K b ou H-2.K d 
(figure 18). De plus, les complexes sSC-A2/peptide entrent 
en interaction avec le recepteur de cellules T approprie et 

25 provoquent une reponse proliferative de CTL specif iques d 1 un 
peptide (figure 19). De plus, 1 ' invention montre que les 
complexes sSC-A2/peptide , lorsqu*ils sont appliques sous 
forme d ' enrobage de haute densite sur des billes, peuvent 
etre utilises en tant qu'APC artif icielles pour provoquer 

30 I'amorgage in vitro de sites specif iques d'un peptide de 
cellules naives PBL HLA A2 . 1 de donneurs sains. 

En possession de 1 ' enseignement combine issu de la 
definition des exigences strictes de taille pour les 
interactions CMH de classe 1 -peptide, et les motifs de 
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liaison specif iques du CMH , cette molecule SSC-A2 perme-fc de 
developper un test de liaison CMH-peptide sensible et 
fiable. Un tel test serait utile pour identifier des 
epitopes de lymphocytes T ayant une affinite elevee a partir 
5 d'antigenes connus associes a une tumeur, qui peuvent etre 
potentiellement immunogenes pour les CTL . On a decrit 
recemment divers protocoles pour 1 1 induction par des 
peptides in — Vitro de reponses de CTL primaires chez la 
souris (107-100) et dans des systemes humains (111-112). lis 

10 indiquent que la condition prealable pour 1 ' amorgage des CTL 
est la capacite des APC a presenter une densite elevee de 
complexes peptide-molecules du CMH. Les signaux co- 
stimulateurs exiges pour 1 1 activation des lymphocytes T, 
B7.1 ou B7.2 integrant avec CD28/CTLA-4 sur des 

15 lymphocytes T (113-116), peuvent etre egalement impliques, 
bien qu'une publication recente indique que 1 ' interaction 
B7-CD28 ne soit pas essentielle pour 1 ' amorgage des CTL 
(86). Les resultats obtenus dans le systeme murin indiquent 
que les complexes sSCK d -peptide, lorsqu 1 ils sont appliques 

20 avec une haute densite comme revetement de billes 
magnetiques, peuvent etre utilises pour purifier et 
quantifier des lymphocytes T specif iques d'un peptide, issus 
d ! un lymphocyte d ' exsudat peritoneal (PEL) isole, malgre une 
interaction d 1 affinite assez faible entre leur TCR apparente 

25 et les molecules peptide/CMH. Ce phenomene sous- tend la 
relation importante entre 1 1 avidite et 1' affinite 
d T interaction apparente, qui est en bonne correlation avec 
le fait que des molecules peptide/CMH dimeres se lient au 
TCR avec une plus grande affinite que les molecules 

30 peptide/CMH monomeres (117). 

On montre ici egalement que les complexes sSC- 
A2/peptide, lorsqu' ils sont appliques avec une densite 
elevee sur des billes, peuvent etre utilises en tant qu'APC 
artif icielles pour provoquer 1 ' amorgage in vitro de CTL 
35 specif iques d'un peptide a partir de cellules PBL HLA A2.1 
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naives de donneurs sains. Ainsi , un important aspect de la 
presente invention est la generation et 1 1 utilisation d'APC 
artif icielles . La reponse specif ique presentee peut etre la 
consequence d'une interaction directe entre les complexes 
5 sSOA2/peptide et le recepteur de CTL approprie (figures 19 
et 21). 

II est important de noter que, bien qu'il ait ete decrit 
que la majorite des CTL specif iques d 1 un peptide, generes 
par des techniques de simulation de peptides in vitro , n'a 

10 pas ete capable a ce jour de lyser les cibles exprimant des 
epitopes traites naturellement (107, 111), en utilisant la 
presente invention, des CTL induits avec les billes peptide 
M58-66/SC-A2 se sont reveles efficaces pour tuer des 
lymphocytes T2 actives par peptide (figure 20b). Les CTL 

15 specif iques multiplies utilisent d 1 une maniere predominante 
le TCR VB17 avec la region CDR3 ayant une longueur de 
8 acides amines, comme decrit pour les CTL specif iques de 
M58-66, issus d 1 une infection virale in vivo (figure 21). 
Ces resultats indiquent que les CTL specifiques amorces par 

20 le protocole in vjtrp decrit tuent les cellules cibles 

infectees aussi bien que les lymphocytes T2 actives par 
peptide . 

On pourrait objecter que la multiplication in vitro de 
CTL M58-66-specif iques n'est pas la consequence de 

25 1 1 induction primaire, mais probablement une reactivation in 
vitro. etant donne qu'un precurseur de CTL M58-66 de 
frequence relativement elevee a ete decrit pour des cellules 
PBL de donneurs sains ( 90 ) . Une explication possible est que 
l f exposition a une attaque virale prealable de la plupart 

30 des sujets sains et 1' exigence d ' une sensibilisation 
initiale ou d'une reactivation des cellules de memoire sont 
des choses tres differentes. Toutefois, en utilisant le meme 
protocole et la meme methode dans le laboratoire des 
presents inventeurs, on a obtenu une multiplication de CTL 
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specif iques des peptides NA17-A (Y. Guilloux, communication 
personnelle) , une multiplication de CTL MAGE- 3- et Melan-A- 
specif iques (P. Bosso, communication personnelle) ; une 
multiplication de CTL specifiques des peptides MAGE -3 et 
polyspecif iques des peptides VIH, de plus, les CTL qui ont 
ete amorces avec les billes peptide MAGE-3/SC-A2 ou peptide 
Pol VIH/SC-A2 se sont averes efficaces pour tuer les 
lymphocytes T2 actives par peptide aussi bien que les 
cellules tumorales MAGE- 3 positives ou les cellules de 
Jurkat transfectees par Pol VIH . 

En utilisant dans le systeme murin la molecule sSC-Kd 
murine analogue, on obtient une amplification de CTL 
specif ique du peptide HLA CW3 , specif ique du peptide NP (I. 
Motta, communication personnelle). Pris ensemble, ces 
resultats suggerent que la condition d T induction in vitro 
est correcte. Ainsi, la difference observee par rapport a 
1' induction jn y±XTQ classique par peptide peut resider dans 
la difference entre la densite des complexes peptide/sSC-A2 
sur des billes et celle des complexes peptide/CMH sur des 
cellules APC naturelles et/ou en 1 • absence de molecules co- 
stimulatrices sur les billes, Ces dernieres sont fortement 
representees sur des APC telles que des cellules 
dendritiques, toutefois, il est decrit que des molecules co- 
stimulatrices telles que les B7.1 ou B7.2 ne sont pas 
absolument necessaires pour l f induction initiale (86). Dans 
le systeme des presents inventeurs, 1 ' absence d 1 activite de 
molecules co-stimulatrices peut etre compensee partiellement 
par la presence de cytokines exogenes dans le milieu de 
culture, Une reference recente decrit de fagon interessante 
que des cellules tueuses naturelles (natural killer, NK) 
sont necessaires dans 1 1 induction de lymphocytes T 
cytotoxiques (118-119). On a montre que sSC-Kd dimere peut 
inhiber d'une maniere specif ique 1 r activite de NK de 
cellules NK (de souris DBA/2 H-2K d ) (120). II est possible 
que des billes APC artif icielles enrobees de complexes 
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peptide-sSC-A2 puissent activer de telles cellules NK, car 
d'autres molecules HLA de classe I sont absentes sur les 
billes. L 1 absence de molecules du CMH elles-memes sur des 
cellules APC peut activer des cellules NK (121, 122). Des 
5 cellules NK activees produisent de grandes quantites d f IL-4, 
d» interferon y ( IFN-y ) , d'IL-5 et d f IL-10 (voir reference 
(123)), elles produisent aussi de nombreux autres 
chemokines, tels que MlP-la, MlP-lb, la lymphotactine et 
TCA-3- La presence de ces cytokines et de diverses 

10 chemokines dans le milieu peut avoir une certaine influence 
positive sur 1 1 induction d'une reponse imrnunitaire. Cette 
activite plausible de billes d'APC artif icielles est 
actuellement a 1' etude. Ainsi, en fonction de la methode 
d' induction in vitro utilisee, differentes sous-populations 

15 de CTL peuvent etre generees specif iquement pour le meme 
epitope peptidique. Que ces sous-populations de CTL 
different en terme d ? af finite de TCR ou d 1 avidite de TCR 
presente de l'interet. Les mecanismes qui soutendent 
1' induction initiale des CTL, ayant comme resultat 

20 1' emergence de CTL specif iques de peptides, avec differentes 
aptitudes a lyser des cellules cibles activees par peptide 
et/ou des cellules tumorales, peuvent etre equivalents a 
ceux operant dans le thymus pendant 1 1 education des 
thymocytes. Toutefois, dans le thymus, des processus de 

25 selection positives et negatives forment le repertoire des 
lymphocytes T peripheriques . La selection positive est 
mfediee par les cellules epitheliales du thymus cortical 
(124, 125), tandis que les cellules dendritiques et les 
macrophages sont supposes etre les principaux types 

30 cellulaires impliques dans la selection negative du thymus 
(126). II faut egalement mentionner les modeles de P. 
Kourilsky (127) et de P.G. Ashton-Rickardt et S. Tonegawa 
(128, 129) qui eclairent la notion d'avidite globale 
d f interaction pendant les processus de selection positive et 

35 negative. Cette avidite d T interaction depend de plusieurs 
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parametres comprenant : i ) la densite des complexes 
peptide/CMH sur les cellules de selection ; ii ) 1 f af finite 
des TCR sur le thymocyte envers les complexes peptide/CMH 
positifs (ou negatifs) ; iii) la densite des TCR sur le 
5 thymocyte ; iv) la densite de molecules d' adherence, de co- 
recepteurs ( CD4 , CD8 ) , de molecules co-stimulatrices (B7.1, 
B7.2, CD28/CTLA-4 ) sur la selection positive ( ou negative) 
et les cellules selectionnees. Une etude supplementaire est 
necessaire pour clarifier le mecanisme d' activation de CTL 
10 primaires specif iques . 

La presente invention represente la premiere divulgation 
et constitue le premier exemple d 1 une induction in vitro de 
CTL primaires dans le systeme humain, utilisant un complexe 
synthetique peptide/sSC-A2 , resultant en cellules 

15 effectrices qui tuent les cellules exprimant un antigene 
specif ique, c'est-a-dire les cellules tumorales. En plus de 
1 ' exemple d 1 induction des CTL presentes ici, les CTL de 
specificite et de reactivite tumorale similaires sont 
generes dans le systeme murin en utilisant egalement des 

20 billes de complexes peptide/sSC~K d issus de cellules naives 
H-2K de la rate (I.Motta et YC Lone, etude non publiee). 

II existe de nombreux avantages a utiliser 1 T invention 
comprenant le peptide SSC-A2 synthetique en tant que cellule 
artificielle APC pour generer des CTL specifiques a partir 

25 de donneurs sains. Tout d'abord, le systeme est d'une 
definition et d'une reproductibilite elevees. Deuxiemement, 
par definition, il est depourvu d'organismes pathogenes 
viables et n'exige pas des conditions de manipulation 
speciales- Plus important encore, les CTL ayant la 

30 specificite voulue peuvent etre selectionnes pour la 
multiplication et 1 1 utilisation clinique potentielle, comme 
c f est evident pour 1 1 homme du metier . 
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La recherche et developpement actuel des therapies par 
lymphocytes T du cancer huxnain est entravee pour une grande 
partie par 1 ' absence d'antigenes turaoraux identif iables (69, 
70). Les recents progres effectues dans la comprehension de 
5 1 ' interaction entre des peptides naturels et des molecules 
du CMH permettent 1 1 identif ication de peptides immunogenes 
similaires dans une sequence de proteines basee sur la 
presence de residus specif iques conserves ( "ancres" ) (71). 
Les peptides liants les CMH de classe I, qui presentent 

10 generalement une longueur de 9-10 residus, contiennent 
generalement dans leur sequence deux residus d f ancrage qui 
entrent en interaction avec des poches de liaison 
correspondantes dans la molecule de CMH (72, 74). La 
definition de motifs specifiques du CMH permet de prevoir 

15 les peptides derives d ' antigenes d 1 origine virale ou 
tumorale qui sont potentiellement immunogenes pour les CTL. 
Ces peptides se lient generalement avec une bonne affinite a 
la molecule du CMH consideree (75). 

On a produit des molecules recombinantes monocatenaires 

20 HLA-A2.1 qui peuvent etre utilisees dans la recherche et 

developpement concernant le traitement de cancers humains. 

La disponibilite de ces molecules permet le developpement 

d'un test rapide et sensible pour 1 f identif ication 

d* epitopes de lymphocytes T presentant un interet potentiel. 

25 On a construit la structure sSC-A2 en connectant les trois 

premiers domaines de la chaine lourde A2.1 a la 32- 

microglobuline humaine par 1 ' intermediaire d 1 un espaceur 

ayant la longueur de 15 acides amines. Par transfection dans 

des cellules basophiles de rats (RBL), la molecule sSC-A2 

30 est secretee dans le milieu de culture a partir duquel il 

peut etre purifie. La molecule est repliee correctement et 

se lie specif iquement a des peptides antigeniques restreints 

par A2, mais ne se lie pas a des peptides murins restreints 
b d 

par H-2K ou H-2K . De plus, les complexes sSC-A2/peptide 
35 induisent specif iquement une reponse proliferative de CTL 
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apparentes et les billes enrobees avec une densite elevee de 
complexes sSC-A2/peptide sont des APC artif icielles 
efficaces et elicitent in vitro les CTL peptide-spef icigues 
a partir de PBL HLA-A2 . 1 naives de donneurs sains. L'utilite 
potentielle de ces molecules sSC-A2 est discutee. 

La molecule du CMH 

L ! expression "complexe majeur d 1 histocompatibility", en 
abrege "CMH", est connue dans la technique. L 1 expression est 
utilisee dans la presente description dans un sens 
generique, pour designer 1 ' ensemble de produits geniques 
comprenant les marqueurs d f histocompatibility pour un 
animal. Les complexes CMH/peptide de la presente invention 
peuvent etre obtenus a partir de genes ou de molecules du 
CMH naturels ou isoles prealablement ou caracterises . De 
plus, on peut utiliser des "determinants modifies du CMH" 
comme partie ou totalite de la molecule du CMH. Les 
determinants CMH modifies imitent f onctionnellement les 
produits geniques naturels. 

Produits geniques du complexe majeur 

d* histocompatibility de classe I et classe II. Les produits 
geniques du CMH de classe I sont des glycoproteines qui sont 
liees de fagon non covalente a un peptide appele 
B2-microglobuline, en abrege "J32-m" ou "B2-M". Le composant 
de classe I est designe comme la chaine lourde et la 82- 
microglobuline, comme la chaine legere. L 1 orientation de la 
molecule du CMH de classe I de la B2-microglobuline dans une 
membrane cellulaire est illustree a la figure 1. 

En se referant a la figure, la structure de la chaine 
lourde est organisee avec 3 domaines exposes, cti , ct2 et (X3, 
qui s'etendent depuis la surface cellulaire et sont fixes a 
un domaine transmembranaire hydrophobe 1 et a un segment 
court d'ancr age cytoplasmique 2 a 1 f interieur de la cellule. 
Deux domaines exterieurs (a2 et 013 ) presentent des liaisons 
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disulf ure intracatenaires ( formant des boucles avec une 
homologie considerable avec Ig ) . 

La chaine legere ( B2-microglobuline ) representee a la 
figure 1 presente a peu pres la meme taille que les domaines 
5 a de la chaine lourde. Chaque domaine est: similaire a 
1 ' immunoglobuline, et est constitue par un feuillet plisse 
plie B, maintenu ensemble par une liaison disulf ure aux 
extremites, donnant une surface de type plan. La chaine fl2 
est repliee sur le domaine <*3 de la chaine lourde et les 
10 domaines ai et a 2 sont egalement apparies . 

Le gene 62-rnicroglobuline est situe sur un chromosome 
different de celui contenant le produit genique du CMH de 
classe I. Sa structure est bien conserv^e, tandis que celle 
des chaines lourdes varie f ortement d ' un individu a 1 1 autre 
15 en raison des differences dans les sequences d 1 acides amines 
des domaines exterieurs. Le polymorphisme de la chaine 
lourde est du principalement au domaine ai et a un moindre 
degre au domaine ot2 . 

Les produits des genes de classe II sont bien 
20 caracterises . Chez la souris, le produit genique de 
classe II (IA) est constitue par deux chaines 
polypeptidiques (a et B, figure 2). Les chaines a et B sont 
divisees en deux domaines exterieurs (ai et ot2 ou Bi et 
S2), les domaines transmembranaires 3 et 4 de la figure 2 et 
25 les domaines cytoplasmiques 5 et 6 . Les residus cysteine qui 
participent a la formation des ponts disulfure sont designes 
par S a la figure 2. 

Les produits geniques du CMH de classe I et de classe II 
peuvent etre glycosyles. Toutefois, ils peuvent ne pas etre 
30 necessairement glycosyles lorsqu ! ils sont utilises dans la 
presente invention . 
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Determinants modifies du CMH de classe I et de 
classe II. Les descriptions des demandes U.S. en cours 
d 1 examen, n* de serie 08/487650, deposee le 7 juin 1995 et 
08/370476 deposee le 9 janvier 1995, fournissent les 
methodes pour la production et 1 1 utilisation de determinants 
modifies du CMH ainsi qu 1 une discussion generale sur les CMH 
et les genes du CMH chez les mammi feres. De meme, la demande 
de brevet U.S. en cours d' examen, n* de serie 07/801818, 
deposee le 5 decembre 1991, decrit le determinant modifie du 
CMH et des molecules et genes du CMH. Le contenu total de 
ces demandes en cours d 1 examen est incorpore ici 
specif iquement a titre de reference. L'homme du metier peut 
utiliser la publication des demandes en cours d 1 examen pour 
produire une vari^te de complexes CMH/peptide. Les 
informations correspondantes sont egalement donnees dans 
(20), (21), (24), (76), (78) a (80), en particulier dans 
(76). 

Toute reference dans ce qui suit aux demandes US ci-dessus 
equivant de maniere implicite a une reference a au moins 
1 1 un de ces documents . 

Un determinant modifie du CMH de classe I est represents 
schematiquement a la figure 3A. Le domaine a 3 de la chaine 
lourde est lie au domaine de microglobuline au moyen d'un 
espaceur (represents en pointille a la figure 3A). Le 
produit resultant, qui est representee en forme de schema- 
bloc a la figure 3B, est le determinant modifie du CMH de 
classe I et comprend les domaines de ai, ct2, CX3 et 62- 
microglobuline lies par covalence, en sequence. Comme 
represents a la figure 3A, le domaine 0^3 de la chaine lourde 
est depourvu de la region la plus proche de la region 1 du 
domaine transmembranaire de la figure 1 jusqu'a la 
terminaison carboxyle du segment cytoplasmique 2. 
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Les determinants modifies du CMH de classe I peuvent 
etre prepares par une selection appropriSe du locus CMH 
codant pour les domaines ai, ct2, 0.3, et un gene codant pour 
le domaine B2-microglobuline, de sorte que chacun de ces 
5 domaines va conserver sa fonction soit d 1 activation des 
lymphocytes T cytotoxiques , soit de presentation d'antigenes 
a des recepteurs de cellules T, soit ces deux fonctions a la 
fois. Que la molecule particuliere possede ou non l'une de 
ces fonctions, ou les deux, peut etre determine par une 
10 experimentation de routine connue dans la technique. 
L 1 expression du polypeptide code par le locus CMH peut etre 
realisSe par des techniques d'ADN recombinant. 

Un determinant du CMH de classe II modifie selon 
1 ' invention est represents schematiquement a la figure 4A. A 

15 la figure 4A, la terminaison amino du domaine ai est liee a 
la terminaison carboxyle du domaine Bi, par exemple au moyen 
d'un espaceur (en pointille). De meme, la terminaison 
carboxyle du domaine (X2 est liee a la terminaison amino du 
domaine B2, par exemple au moyen d'un autre espaceur (en 

20 pointille). Le produit resultant est le determinant modifie 
CMH de classe II selon la presente invention, qui peut etre 
represents par le schema-bloc represents a la figure 4B. Le 
determinant modifie comprend les domaines 62, <^2, et Bi 

lies par covalence, en sequence. Comme represents a la 

25 figure 4A, le dSterminant modifiS est dSpourvu des rSgions 
voisines des domaines transmembranaires 3 et 4 de la 
figure 2 s'Stendant jusqu'a la terminaison carboxyle des 
segments cytoplasmiques 5 et 6 qui sont normalement fixSs a 
la chaine ai, a.2 et a la chaine Bi, B2, respectivement . Une 

30 fois encore, les portions des locus du CMH sont 
selectionnSes pour conserver la fonction des domaines dans 
la stimulation d 1 une rSponse cytotoxique ou dans la 
presentation d'antigenes aux rScepteurs de cellules T, ou 
les deux. 
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L'un quelconque des polypeptides appropries d 1 un 
complexe majeur d T histocompatibility peut etre choisi et 
utilise pour generer des complexes CMH/peptide de la 
presente invention. Les locus genet iques appropries 
5 correspondant a une molecule du CMH peuvent etre egalement 
utilises dans des moyens recombinants pour produire le CMH 
dans les complexes CMH/peptide de la presente invention. 
L'homme du metier est familier avec de nombreux exemples 
d f alleles de CMH de diverses especes, dont chacun peut etre 
10 selectionne de maniere appropriee et utilise comme decrit. 

Jonctlon des domalnes polypeptldiques du determinant 
modifle du CMH. Les domaines des determinants modifies du 
CMH correspondent a des domaines codes par les locus 
naturels du CMH et leurs variantes, qui codent pour des 
produits du CMH capables de produire une reponse cytotoxique 
par des lymphocytes T appropries ou d f induire une reponse 
immunitaire par des lymphocytes. Les determinants modifies 
du CMH de classe I et de classe II utilises different des 
produits geniques naturels du CMH de mammiferes par le fait 
que les domaines des produits geniques sont lies par 
covalence, par exemple au moyen d 1 un espaceur. De meme, le 
determinant modifie du CMH de classe II de la presente 
invention est constitue par une chaine polypeptidique dans 
laquelle les domaines 32-a2-ai-Si sont lies par covalence. 
Ces domaines ne sont jamais lies de cette fa?on dans la 
nature. Les determinants modifies du CMH de classes I et II 
sont identiques par ailleurs aux produits geniques naturels 
correspondants du CMH. 

Les determinants modifies du CMH peuvent etre obtenus a 
30 partir de structures d'ADN codant pour les domaines du CMH, 
de fagon qu'il existe une traduction transcriptionnelle . Par 
exemple, dans le cas de determinants du CMH de classe I, la 
structure d ' ADN contient une sequence d ' ADN codant pour les 
domaines ai, a 2 et CX3 lies a une sequence d ' ADN codant pour 
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le domaine & 2 m, de sorte qu f il existe une traduction 
transcriptionnelle a partir de 1 1 extremite 5 f de l'ADN 
codant pour le domaine c*3 jusqu'a 1 1 extremite 3* de la 
sequence d T ADN codant pour le domaine 82m. De meme, les 
5 determinants modifies du CMH de classe II selon 1 1 invention 
peuvent etre obtenus a partir de constructions d'ADN dans 
lesquelles il existe une traduction transcriptionnelle d 1 une 
sequence d'ADN codant pour les domaines 62- ot2-cxi- 81 . 

Les domaines du CMH peuvent etre lies par covalence par 
des espaceurs appropries . Les espaceurs peuvent f onctionner 
en tant que charnieres pour le determinant modifie. Toute 
sequence d ' acides amines contenant les residus appropries et 
ayant la longueur convenable qui correspond a ce qui est 
connu dans la technique en tant que charniere ou region 
charniere peut etre utilisee. Les demandes U.S. en cours 
d'examen n* de serie 07/801818, 08/487650 et 08/370476 
decrivent des espaceurs particuliers et des sequences 
nucleotidiques et d 1 acides amines qui peuvent etre utilises. 
De plus, le peptide qui doit etre associe a la molecule du 
CMH peut etre eventuellement lie a la region de I'espaceur. 

L^ntiqene peptiflique 

L'antigene ou peptide qui doit etre charge sur une 
molecule du CMH de classe I appropriee, ou sur un 
determinant modifie du CMH r contient typiquement d ' environ 5 
25 a environ 20 residus d 1 acides amines, de preference 8, 9 ou 
10 residus d 1 acides amines. On peut utiliser des peptides 
plus longs avec les determinants modifies du CMH de 
classe II. 

Les peptides naturels qui se lient a des produits 
30 geniques du CMH peuvent etre modifies en une ou plusieurs 
positions par substitution d 1 autres acides amines ou par 
deletion d' acides amines. De cette fagon, l'homme du metier 
peut produire de nombreux antigenes peptidiques pouvant etre 
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utilises avec la presence invention a partir d'un peptide 
qui se lie a des produits geniques du CMH . 

Le peptide modifie ne va pas necessairement presenter 
les memes caracteristiques de liaison que le peptide naturel 
ou non modifie. Toutefois, 1 1 homme du metier peut observer 
et identifier des motifs peptidiques specif iques d'un 
allele, capables d'etre presentes par des determinants 
appropries du CMH. Ces motifs peptidiques contiennent 
typiquement deux positions d ! ancrage occupees par un residu 
d'acide amine invariant ou par 1 1 un parmi quelques residus 
d'acide amine conserves, avec des chaines laterales 
etroitement apparentees. Les positions d 1 ancrage ne sont pas 
toujours au meme emplacement dans les differents motifs. La 
structure du peptide modifie peut correspondre a des 
caracteristiques du sillon lie au peptide du determinant 
modifie du CMH. Ainsi, les poches allele-specif iques des 
determinants modifies du CMH de la presente invention et les 
chaines laterales des residus d ' ancrage allele-specif iques 
peuvent presenter de preference des structures 
complementaires . 

En particulier, les antigenes specif iques d 1 une tumeur 
qui peuvent etre utilises dans la presente invention sont 
typiquement les antigenes qui sont exprimes uniquement sur 
des cellules tumorales et non sur des cellules normales. 
L* homme du metier connait bien de nombreux antigenes 
specif iques d'une tumeur qui peuvent etre utilises pour 
generer les peptides de la presente invention. Par exemple, 
des antigenes tumoraux restreints par le CMH de classe I 
comprennent : P1A ( testicules ) , Connexin 37 ( poumons ) , MAGE- 
1 ( melanocytes ) , MAGE -3 ( melanocytes ) , MARTI /Aa 

(melanocytes), gplOO (melanocytes), p53 ( sein et colon) et 
tyrosinase ( melanocytes ) . De nombreux autres exemples 
existent et peuvent etre utilises pour generer les peptides 
qui sont utilisables selon la presente invention. Voir (55), 
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(57) et (58) pour des listes representatives d ' antigenes , de 
proteines ou de peptides. De plus, les demandes en cours 
d'examen n' de serie 08/370476 et 08/487650 contiennent des 
listes d* antigenes apparentes a des cellules infectees par 
5 VIH, par la grippe et d'autres peptides, qui peuvent etre 
utilises selon la presente invention* 

Les peptides preferes pour 1 1 aspect lymphocyte T 
specif ique d 1 une tumeur de la presente invention 
comprennent , sans y etre limites, les exemples suivants : 



Sequence 


Peptide 


Y I ? S A E K i 


PbCS 


S Y I P S A E Y I 


PbCS-LIKE 


RYLKNGKETL 


CW3 


K Y Q A V T T 7 L E E 


P198 


TYQK.TR A LV 


NP147 


ASNENMET M 


N'P3 66 


R G Y V Y Q G L 


VSV52 


S I IN.-EKL 


0va8 


LPYLGWLVF 


P1A 



Ces peptides sont connus dans la technique et peuvent 
25 etre fournis par Neosystem (Strasbourg, France). Des 
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librairies peptidiques peuvent etre fournies par Hidde 
Ploegh (MIT). 

Quelques directives pour selectionner des combinaisons 
peptide /CMH. Generalement , 1 1 homme du metier peut 
selectionner des combinaisons appropriees de domaines du CMH 
pour les utiliser dans la generation de complexes 
CMH/peptide selon la presente invention. La connaissance de 
I'antigene peptidique voulu et de ses caracteristiques de 
reponse immunitaire chez un animal particulier peuvent etre 
suffisantes en plus d'une experimentation de routine. La 
presente description et celle des demandes U.S. en cours 
d'examen mentionnees ci-dessus fournissent de nombreux 
exemples de peptides ayant des elements de restriction 
appropries pour selectionner des domaines du CMH. En plus 
des combinaisons enumerees, 1 ' homme du metier peut utiliser 
la presente invention avec 1 1 information concernant tout 
autre peptide et element de restriction qui peut etre 
independamment identifie ou devenir disponible. De plus, 
1' homme du metier peut deduire, a partir de la structure 
d'antigenes peptidiques connus, les domaines appropries du 
CMH a utiliser avec un peptide particulier. La presente 
description et les references citees comprennent a la fois 
1 f information concernant des antigenes peptidiques connus et 
la deduction des combinaisons CMH-peptide a selectionner. 

On peut egalement utiliser 1 ' information suivante : (a) 
Un peptide reconnu par des lymphocytes T humains peut se 
lier a plusieurs molecules HLA des classes I et II. 
Neanmoins, la liaison pref erentielle de peptides a leurs 
molecules de restriction respectives est egalement observee. 
(b) La liaison de molecules HLA a des peptides reconnus par 
des lymphocytes T murins se produit moins f requemment , mais 
se produit et de tels mecanismes sont prevus par la presente 
invention, (c) II existe des peptides VIH-1 contenant des 
residus agretopiques qui permettent leur liaison a des 
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molecules HLA et qui sont particulierement interessants dans 
le domaine de 1' invention, (d) La cinetique de 1 1 association 
HLA/peptide depend du peptide teste et elle est plus rapide 
que, ou similaire a, celle pour des molecules la. (e) La 
5 liaison de la molecule peptide/HLA depend souvent de la 
longueur, du nombre de charges positives et de la presence 
de residus hydrophobes dans le peptide, (f) Une correlation 
peut etre observee entre 1 ' ef f et inhibiteur du peptide dans 
1' inhibition du test de la liaison peptidique (IPBA) et son 
10 effet de blocage dans le test cytolytique. 

D ' autres exemples de peptides typiques qui peuvent etre 
combines a des determinants modifies du CMH utilises dans la 
presente invention sont indiques ci-apres. 
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Peptides de liaison a des determinants CMH modifies 



Peptide 



Sequence 



Element de 
restriction 



Virus de V influenza 
Ma trice 

M . 5 7-68 

M . Y*5 7 - 6 6 
NUCLE OPROTEINE 

N. 147-153 R" 

N. 3 35-3 4 5Y* 
Hemagglutinine 

H. 130-142 

K. 305-329 
Lysozyme Lys . 4 6-61 
Represseur X *- 

:-:LA-A2: A2.170 
GAG . 



3.12-26 
-185 



51-65 
205-215 
219-233 
255-279 
378-3 91 
418-433 
105-117 
312-327 
428-445 
474-489 
510-521 
584-604 
527-843 
S 4 6 - 8 6 0 



KGILGFVFTLTV 
YXGILGFVFTLTV 

TYQRTRALVTG H-2 X 5 
S AAFZD LR VLS 7 1 R G Y 

HNTNG VTAA C S HE 
CPXYVXQNTLXLATGMRNVPI 
NTDGSTDYGILQINSR 
LEDARRLXAIYEXKX 
RYLENGKETLQRTDA? 

hZTSZGCZQILGQLQ 
ETINEEAAEVTDRVK? 
HAG? I APGQMRSPRG 
ICR W I ILGLNX I VRMY 
MQRGNFRNQRKIVX 
KEGKQMXDCTSRQAN7 
KEDIZSLWDQSLK 
IRIQRGPGRAFVTIGX 
7 1 N-MWQ E VG KAKY AP P I S 
RPGGGDMRDNWRS ELY 

VVQREKRAVGIG 

R I LA VER YLKDQQLLG I WGCS 

YVAZGTDRVIEWQGACR 

RHIrRRlRQGLERIL 



KLA-A2 
KIJA-A2 



-DR 



Ia< 

:-2 K d 



HLA-B27 

KLA-A2 
la* 

K-2 D d 
la* 
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Peptide Sequence ~~ ~ Element de 

restriction 



Nef . 


65-80 


VGFPVTPQVPLRPMT 






79-54 


MTYKAAVDLS KTLKZK 






113-123 


W I YHTQG Y F P D WQ NYT 


KLA-317 




132-147 


GVRYPLTFGWCYXLVP 


KLA-318 




137-145 


LTFGWCYXL 






160-174 


ENTS LLHPVS LHGMD 




vif . 


1-15 


MENRWQVMIV*WQVDR 






25-40 


VKHHMY^/S GXARG WF V 






46-60 


SPKPR1SSEVKIPLG 






60-72— 


GDARLVITTTWGL 






71-85 


GLKTGERDWKLGQGV 




Ref . 


1-16 


MAG R S G DS KA V 






13-30 


LIXFLYQSNPPPN 






37-50 " 


ARRNRRRRWRERQR 




Vpr . 


1-14 


MEQAPEDQGPQRE? 






55-68 


AGVAEI IRILQQLL 






68-80 


LFIHFRIGCRKSR 





.37 



* Element de restriction non defini avec precision. 
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Des exemples d'autres epitopes peptidiques qui peuvent etre 
combines a des determinants modifies du CMH utilises dans la presente 
invention sont indiques ci-apres. 

Peptides de liaison a des determinants modifies du CMH 

Sequence Source de proteine 



T 


V 


0 




T 




ft 




V 




V 




z> 






T 








v 


.~i 




V 


A 


G 


S 




V 


V 


Q 






"\ 




V 










N 


V 


/-» 


T 


V 


V 










N 


G 


:< 






R 


V 


L 


:< 


N 


G 


:< 




T 


X 


V 


q 


A 


V 




T 


T 


L 


S 


V 




p 


s 


A 




K 




S 


V 


V 


p 


s 






Q 





Epitopes connus, alignes 
A g a E K m ; 



SG?SNTP?EJ§ 
SGVENPGGYCLS" 

S A I N N Y 

Epitopes connus, alignes 

R G V V Y Q r:~ ] ( 

S I I N F E X L - 
A ? G NY PAL, 1 



Influenza PR8 N? 147-154 
self-peptide deP815 

Influenza JAP HA 5 23-549 
influenza JAP HA 523-54 9 
Influenza PR 9 HA 518-528 
KI*A-A2 4 170-18233 
HLA-Cw3 170-186 
Antigene de tumeur P8 1 5 
Plasmodia berghel CS? 249-260 
Piasjncdiim yoelii CS? 276-263 

Influenza NP366-374 

s 

Adenovirus ElA 
Lymphocyte choriomeningitis 
virus G? 272-293 

Virus simien 40 T 192-21 1 



Virus de la stomatite vesiculalre 

N'P 52-59 
Ovalbumin 258-27SS 

Virus Sendai 321-332 



Epitopes connus, 


alignes 




I L :< s ? 


V H G 


V 


? L Q S R 


PEP 


T 


A M Q M L 


:< e . 




Q M X D C 


T E R 


Q 



Transcriptase inverse de VEH 
Proteine 446-460§ Gag de V7H 
Proteine 193-203§ Gag de VTH 
Proteine 418-443§ Gag de VIH 
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Antigenes specifiques d'une tumeur de type melanome (epitopes) reconnus 

par des CTL humains 

Gene Element de restriction Sequence dacides amines 

MAGE-1 HLA-A1 EADPTGKSY (SEQ ID NO: ) 

KLA-Cwl60I SAYGEPRXL (SEQ ID NO: ) 

MAGE-3 KLA-A2 FLWGPRALV (SEQ ID NO: ) 

HLA-A 1 

BAGE KLA-Cwl6CI AARAVFLAL (SEQ ID NO: ) 

GAGE HLA-Cwo YRPRPRR.V (SEQ ID NO: ) 

Tyrosinase HLA-A2 NILLAVLYCL (SEQ Id'nO: ) 

KLA-A- YMNGTMSQ7 (SEQ ID NO: ) 

HLA-344.03 SEI w-RDID? (SEQ ID NO: ) 

— T i . A 24 7 

Nl ART I /ME - AN - A HLA-AI AAGIGILTY (SEQ ID NO: } 



EVDPIGHLY (SEQ ID NO: ) 



GPlOO/cMHL- 



GP75/TRP-1 



T A _ A ' 



T A. A' 



GIGILTVIl (SEQ ID NO: ) 
ILTVILGVL (SEQ ID NO: ) 
YLEPGPVTA (SEQ ID NO: ) 
LLDGTATLR1 (SEQ ID NO: ) 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Peptides specif iques d 1 une tumeur et elements de restriction 

de HLA correspondents 



Sequence 


Norn 


Proteine 


Position 


Restriction 


CTL 


Ref 


EADPTGHSY 


MZ2-E 


M A.GE-1 


161-169 


UT A A I 

nLA-A i 




(59) 


EVDPIGHLY 


MZ2-D 


MAGE-3 


1 68-1 76 


UT A A1 


20/ j 8 


(60) 


MLLAVLYCL 




1 V i UbllidoC 




LIT A a n 

riLA-A2 


210/9 


(61) 


YMNGTMSQV 




Tyrosinase 


368-376 


HLA-A2 


IVSB 


(62) 


AAGIGILTV 


MART-1 


MART-1 




HLA-A2 


IVSB 


(63) 


AAGIGILTV 


Melan-A 










(64) 


AAGIGILTV 












(65) 


LLDGTATLRL 




gp-100 




HLA-A2 




(66) 


YLEPGPVTA 


946 


Pmel 17 




HLA-A2 







15 Les antigenes decrits dans les tableaux ci-dessus sont 

simplement representatif s d 1 antigenes qui peuvent etre 
presentes a des recepteurs cellulaires en association avec 
les determinants modifies du CMH ou les molecules derivees 
du CMH de la presente invention. D'autres antigenes pouvant 

20 former des complexes avec les determinants peuvent etre 
egalement utilises, L 1 utilisation a la fois d 1 un test de 
liaison peptidique direct ( PBA ) et de 1 1 inhibition du test 
de liaison peptidique (IPSA), les interactions physiques 
entre les molecules de HLA et les peptides peuvent etre 

25 analysees. En particulier, les tests peuvent etre realises 
comme suit. 
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Test direct de liaisons peptldiques ( PBA ) . Des puits de 

plaques de microtitrage sont pretraites avec 100 pi de 

glutaraldehyde a 2,5 % dans de l'eau distillee pendant: 2 

heures a 20 # C, lis sont laves avec de l'eau distillee et 

5 revetus pendant 16 heures a 4*C avec 100 pi de peptide dilue 

a 5 pg/ml, soit dans un tampon carbonate-bicarbonate, 

pH 9,6, soit dans du PBS, pH 7,4 ou pH 7,5. Les sites libres 

restants sont bloques par incubation pendant 2 heures a 20 *C 

avec du BSA dilue a 1 % dans du PBS contenant du Tween 20 a 

10 0,05 % (Tw) et 0,02 % d ' azoture de sodium. Apres lavage, on 

125 

ajoute des molecules de I-HLA purifiees (100 pi contenant 
5 -9 

1,5 x 10 cpm, 10 M) diluees dans du PBS contenant 1 % de 
BSA, 0,05 % de Tw, 0,02 % d 1 azoture de sodium, 1 mM de PMSF 
et 10 pg/ml d'inhibiteur de trypsine et on incube pendant 20 
15 heures a 20 *C. Apres lavage approfondi, on mesure par 
comptage la radioactivite de chaque puits. 

Inhibition du test de liaison peptidique (IPBA). On 
incube des concentrations de 0,1-100 pm de peptides 
competiteurs dans des tubes pendant 0-3 heures a 20 # C avec 

20 125 I-HLA (10~ 9 M) dilue dans PBS-BSA-Tw contenant des 
inhibiteurs de proteases tels que mentionnes ci-dessus. 
Ensuite on introduit le melange dans les puits de la plaque 
de microtitrage revetu avec un peptide qui presente une 
liaison significative aux molecules de HLA dans le test 

25 direct et on incube la plaque pendant 20 heures a 20 # C. 
Apres lavage approfondi, on mesure par comptage la 
radioactivite de chaque puits et on calcule le pourcentage 
d* inhibition. 

Competition entre peptides dans un test lytique. On 

30 genere des CTL anti-peptide humains (37). Brievement, on 

7 

stimule 6-8 x 10 PBMC avec 100 pg d 1 un peptide synthetique 
dans 10 ml d 1 un milieu de culture ( RPM1 1640 complemente 
avec 100 pg/ml de peniciline, 100 pg/ml de streptomycine, 
2 mM de L-glutamine, 2 mM d'acides amines non essentiels, 
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1 mM de pyruvate de sodium, 10 mM de Hepes et 10 % d'un pool 
de serum humain AB inactive par la chaleur ) . Apres 
incubation pendant 7 jours, on effectue une stimulation 

secondaire in yitrp en melangeant 5-7 x 10 6 cellules 

effectrices avec 2-3 x 10 7 PBMC irradies (4000 rads ) 
autologues dans 10 ml de milieu de culture contenant 
50-100 pg de peptides, 

Dans la plupart des cas, les epitopes de lymphocytes T 
sont reconnus en association avec seulement quelques 
elements de restriction du CMH , sinon un seul de ces 
elements. Au contraire, certains peptides peuvent etre 
reconnus en association avec plusieurs molecules de H-2 ou 
HLA. De plus, un seul peptide peut etre reconnu par les 
lymphocytes T restreints par les CMH a la fois de classe 1 
et de classe II. Etant donne que les molecules de classe I 
et de classe II ont une structure tertiaire prevue 
similaire, comprenant un seul site de liaison antigenique, 
les interactions entre les peptides et ces deux sites de 
molecules sont egalement comprises dans la presente 
invention. De plus, il faut noter que la presente invention 
englobe la liaison d ' antigenes normalement associes avec le 
CMH d'une seule espece, telle que H-2, aux determinants 
modifies du CMH d 1 une autre espece, telle que HLA. 

La formation de compositions comprenant des' antigenes 
lies aux determinants modifies du CMH selon 1 ■ invention peut 
etre basee sur des peptides connus pour etre antigeniques 
dans des maladies telles que le SIDA (proteines ou peptides 
ga, nef, vif, rev, vpr ou env), la sclerose en plaques 
(proteines a base de myeline), le choc toxique ( bacterie ) ou 
le venin de serpent (region antigenique pour un venin de 
serpent particulier, a base d ' alcaloides et a base de 
proteines ; le traitement habituel de la morsure de serpent 
est base sur 1 1 administration d ' anticorps diriges centre un 
venin particulier). Ces compositions peuvent etre formulees 
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de fagon a perinettre que le potentiel de reconnaissance de 
la cible d'une cellule d'un systeme immunitaire soit 
redirige specif iquement vers 1 ' antigene en presentation avec 
le determinant modifie du CMH . II faut noter que des 
5 librairies constitutes de differents determinants modifies 
du CMH selon 1 ' invention et des antigenes associes peuvent 
etre preparees. Ainsi, il est possible de formuler des 
compositions comprenant deux ou plus de deux membres de la 
librairie en une combinaison ou quantite guelconque, comme 
10 pour cibler differents recepteurs simultanement ou 
sequentiellement . 

Alors que la presente invention a ete decrite en se 
referant a 1 f utilisation de peptides pour lier des 
determinants modifies du CMH, il est egalement possible 

15 d'utiliser d 1 autres materiels antigeniques . Par exemple, des 
peptides combines a des haptenes en general peuvent etre 
utilises. Les peptides peuvent etre combines a des metaux 
tels que le nickel. Des peptides peuvent etre egalement 
combines a des hydrates de carbone. Certains produits 

20 chimiques, tels que 1 1 arsenate de p-benzoyle, se lient 
egalement directement au sillon des materiels du CMH. Des 
antigenes appropries sont passes en revue par P. Kourilsky 
et J.M. Claverie dans "Advances in Immunology" (1989). 

De meme, les determinants modifies du CMH de 1 1 invention 
25 peuvent etre charges d 1 immunotoxines classiques et diriges 
contre un lymphocyte T associe a une maladie autoimmune afin 
de desactiver le lymphocyte T. La toxine de la diphterie ou 
des sous-ensembles de celles-ci et la toxine de 
Pseudomonas A sont des exemples d ' immunotoxines appropriees. 

30 CMH en association avec un antigene peptiriign^ 

Le degre de charge d 1 antigene peptidique du determinant 
modifie du CMH est variable. Le determinant modifie du CMH 
est employe typiquement en une quantite d 1 environ 10 a 
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environ 1 000 yg/ml et le peptide est utilise en une 
quantite d ' environ 10 a environ 1 000 ug/ml • 

L ! association physique de peptides antigeniques et de 
determinants modifies du CMH de classe I et de classe II, 
selon 1' invention, ou de tout CMH utilise dans la presente 
invention, peut etre suivie en utilisant le test direct de 
liaison peptidique (PBA) en phase solide ou 1 ' inhibition du 
test de liaison peptidique ( IPBA ) dans lequel le peptide 
competiteur est present dans une phase soluble. Ces deux 
tests sont connus dans la technique. D'autres tests mesurant 
les variations de fluorescence d'un peptide marque approprie 
sous forme soluble lorsqu'il se lie a un CMH soluble ou a un 
determinant modifie du CMH sont egalement disponibles et 
connus dans la technique. L ! aptitude de differents peptides 
a inhiber 1 ' activite lytique de lymphocytes T cytolytiques 
antiviraux humains vis-a-vis de cellules incubees avec le 
peptide cible correspondant peut etre egalement etudi6e 
comme une mesure de 1 ' aptitude et de 1 ' ef f icacite de la 
liaison antigenique et de la presentation de 1'antigene. 

Liaison de cellules au complP.xe CMH/nfiptiHp 

Dans un mode de realisation, la presente invention 
decrit, pour la premiere fois, la quantification et la 
purification de lymphocytes T a partir d ' une population 
cellulaire complexe, selon leur specif icite (tableau 1). Les 
inventeurs ont en effet montre que des complexes CMH/peptide 
appliques en revetement induisent 1 f adhesion de lymphocytes 
T antigene-specif iques. L 1 utilisation de cette technique 
permet ainsi d'enrichir une population de cellules T 
complexe en lymphocytes specif iques d'un antigene. On a 
utilise 1' invention, dans un de ses modes de realisation, 
pour la caracterisation f onctionnelle de lymphocytes T 
specif iques d ' une tumeur, preleves sur un site tumoral. On a 
egalement utilise les lymphocytes T purifies et multiplies 
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pour proteger des animaux contre le developpement tumoral 
dans des conditions qui sont normalement letales chez 
l f animal. Dans un systeme de modele tumoral (P815-Cw3), il 
est montre qu 1 entre 1 et 2 % de cellules infiltrant la 
5 tumeur sont reellement specif iques de la tumeur. Neanmoins, 
cette petite fraction presente une forte activite anti- 
tumorale a la fois jp vitro et in vivo . Ainsi, une fois 
purifies par adsorption sur des complexes SC-Kd/Cw3 et apres 
amplification in vitro- les caracteristiques des 

10 lymphocytes T fournis par la presente invention presentent 
des avantages nets dans les traitements therapeutiques . De 
meme, une information importante dans 1 1 analyse de la 
reponse des lymphocytes T a des antigenes specifiques chez 
les animaux peut etre obtenue a partir des lymphocytes T de 

15 la presente invention. L ' homme du metier reconnait 
1 1 importance de ces resultats dans le domaine des approches 
therapeutiques pour attaquer le developpement tumoral chez 
un animal et les approches de diagnostic pour identifier les 
tumeurs presentes chez un animal. 

20 De plus, on n'a pas observe de mortalite cellulaire 

massive pendant la purification (tableau 1). Lorsque des 
cellules purifiees sont amplifiees in vitro , on peut a j outer 
a la culture des cytokines et des splenocytes irradies qui 
peuvent eviter 1 1 induction de 1 1 apoptose . Ainsi , les 

25 inventeurs ont egalement fourni des conditions de 
purification et de culture ameliorees pour la multiplication 
des lymphocytes T, en particulier des populations de 
lymphocytes T specifiques d'un antigene. Les modes 
operatoires decrits peuvent etre egalement selectionnes pour 

30 des lymphocytes T d'avidite elevee, exprimant un taux eleve 
de TCR et de CD 8 et/ou de TCR ayant une grande af finite. 
L 1 identification et la caracterisation des lymphocytes T 
d f avidite elevee peut fournir une information importante 
concernant 1 1 immunogenicite de certains antigenes . Les 

35 methodes et tests de diagnostic destines a determiner la 
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presence de lymphocytes T d'avidite elevee peuvent etre 
extrapoles par l'homme du metier a partir de la divulgation 
de la presente invention. 

De nombreuses etudes ont montre que des lymphocytes 
infiltrant la tumeur (TIL) peuvent reagir in vitrn avec des 
cellules cancereuses autologues (6). Chez l'homme, des TIL 
ont ete isoles a partir de patients et utilises pour 
1 ' immunotherapie adoptive apres amplification in vitrn avec 
IL-2. Des reponses objectives ont ete observees pour un 
faible pourcentage de patients traites. Plusieurs hypotheses 
non exclusives ont ete proposees pour expliquer ces 
resultats decevants . Une d ' entre elles est que seulement une 
petite fraction des TIL peut etre reellement specifique de 
la tumeur. Un autre facteur est l'anergie. Les tumeurs 
peuvent etre souvent faiblement immunogeniques et ainsi, 
n'activent pas suf f isamment la multiplication des 
lymphocytes T. L' absence de molecules co-stimulatrices 
telles que B7.1 ou B7.2, ou la presence de signaux 
inhibiteurs (56) ainsi que la secretion de facteurs 
immunosuppresseurs tels que TGF-b et IL-10 (40), ont ete 
decrits comme influencant la reponse des lymphocytes T (pour 
une revue a ce sujet, voir (41)). De plus, 1 • amplification 
in vitro de TIL non purifies a ete decrite recemment comme 
reduisant I'activite anti-tumorale (45). En fait, on 
pourrait s ' attendre a ce que 1 ' occupation du TCR en 
1' absence de co-signal induise l'anergie ou meme 1 ' apoptose 
des lymphocytes T (46) plutot que leur activation. 

Le succes limite des etudes concernant 1' injection de 
TIL pourrait etre egalement du a des cellules anergiques a 
l'interieur de la tumeur. De tels TIL anergiques pourraient 
entrer en competition pour des cytokines et pour acceder aux 
cellules cibles tumorales. L'anergie pourrait resulter de la 
modulation du TCR ou de CD8, comme demontre dans le cas de 
tolerance extrathymique a des auto-antigenes (42) et a des 
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non auto-antigenes (43). De plus, certaines cellules 
pourraient maintenir un taux normal de TCR et d r expression 
de co-recepteur, mais elles presentent un bloc sur le trajet 
de -transduction de signal (44). 

5 Les inventeurs demontrent qu'il est possible d'enrichir 

des TIL en lymphocytes T specif iques d'une tumeur et 
d'augmenter leur activite cytotoxique, meme lorsque ces 
cellules specifiques representent une petite fraction de 
celles ayant infiltre la tumeur. Le fait de trier les 

10 lymphocytes specifiques d ' un peptide avant et/ou apres 
amplification in vitro devrait permettre de realiser des 
immunotherapies adoptives mieux controlees chez 1 f homme et 
chez les animaux. La molecule monocatenaire soluble de HLA- 
A2, decrite ci -apres, permet de realiser de telles 

15 immunotherapies, comme 1 1 indiquent les resultats et les 
donnees ci-apres. Comme mentionne ci-dessus, bien que 
certains des peptides cites en exemple dans la presente 
description soient issus de tumeurs, 1 ' enseignement de cette 
publication dans son ensemble peut etre egalement utilise 

20 pour determiner les reponses antivirales et purifier des 
lymphocytes T specifiques de cellules infectees par un 
virus. Enfin, l'isolement de lymphocytes T specifiques d ! un 
peptide par adsorption sur des complexes CMH/peptide devrait 
ouvrir de nouvelles voies pour 1 ' analyse de repertoirs de 

25 lymphocytes T par couplage d 1 approches structurelles et 
d 1 etudes f onctionnelles . 

Dans la description des modes de realisation ci-apres, 
on utilise des complexes recombinants CMH/peptide pour 
purifier et quantifier des lymphocytes T en fonction de la 
30 specif icite de leur TCR. Comme modele, on a etudie sur des 
souris DBA/2 la reponse fortement ciblee des lymphocytes T a 
un mastocytome P815 transfecte avec le gene HLA-Cw3 humain 
( appele ci-apres P815-Cw3) (11-13). Etant donne que les 
sequences TCRB amplifiees dans cette reponse presentent une 
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diversite tres limitee, les lymphocytes T specifiques 
pourraient etre suivis independamment par cytometrie ou en 
utilisant une technique de PCR developpee dans notre 
laboratoire (12, 14). On a elargi cette approche a des 
5 tumeurs solides. On a isole des lymphocytes T specifiques 
d'une tumeur a partir d'un site tumoral et on a analyse leur 
caracteristiques structurelles et f onctionnelles . 11 est 
montre que des lymphocytes T specifiques d 1 une tumeur ne 
representent qu 1 une petite fraction des TIL. Apres 

10 purification par adsorption sur des complexes specifiques 
CMH/peptide, on reinjecte les TIL specifiques d'une tumeur a 
1 1 animal receveur, ou ils deploient une protection antri- 
tumorale puissante. Ainsi, la presente invention repond a un 
besoin de la technique pour une methode efficace de 

15 purification et d'isolement, en grandes quantites, de 
lymphocytes T specifiques d'un antigene. 



Tableau 1 

20 





nombre de ce 
10~ 6 (pource 


sllules x 
sntage ) * 


Enrichisse- 
ment # 


Rendement 
en % § 




Avant 


Apres 






CD8 + 


8,7 (21,7) 


6,5 (100) 


4,6 


74, 7 


CD4 + 


4 (9,9) 


<0,01 






CD8+VS10+ 


8,2 (20,4) 


6,5 (100) 


4,9 


79,3 


CD4+V S10+ 


0,2 (0,5) 


<0,01 






cellules 
non-T 


27,4 (68,5) 


<0,01 






total 


40,1 (100) 


6,5 (100) 







WO 97/44667 



PCT/FR97/00892 



40 

Legende correspondant au tableau 1 : 

Caracterisation phenotypique de PEL issus de souris 
immunisees contre P815-Cw3 avant et apres adsorption sur des 
complexes SC-Kd Cw3 . 
5 On purifie des PEL sur un gradient de percoll et on analyse 
leur expression de CD8, CD4 et VB10 a la surface cellulaire 
par cytometries avant et apres adsorption sur des complexes 
SC-Kd/Cw3. 

* Le nombre total de cellules est determine avant et apres 
10 purification. Le pourcentage des differents sous-ensembles 

cellulaires est calcule en utilisant la version 1.2.1 du 
logiciel CellQuest ( Becton Dickinson, Erembodegem-Aalast , 
Belgique). Le nombre absolu de cellules dans chaque sous- 
ensemble est obtenu par multiplication du nombre total de 
15 cellules par le pourcentage du sous-ensemble. 

# L 1 enrichissement est obtenu en divisant le pourcentage du 
sous-ensemble de la population cellulaire totale apres 
adsorption sur SC-Kd/Cw3 par le pourcentage obtenu avant 
adsorption. 

20 § Le pourcentage de rendement est obtenue en divisant le 
nombre absolu de cellules du sous -ensemble apres adsorption 
du SC-Kd/Cw3 par ce meme nombre avant adsorption, et 
multiplication du resultat par 100. 

Induction de CTL prlmalres specif agues utilisant des 
25 complexes CMH/peptide . La stimulation de lymphocytes T non 
sensibilises est controlee par des cellules presentatrices 
d'antigenes specialisees (APC) qui expriment des molecules 
du CMH et diverses molecules co-stimulatrices. Pour 
determiner 1 f exigence minimale pour des lymphocytes T 
30 stimulateurs, on utilise des APC artif icielles (billes) 
comprenant un complexe CMH/peptide choisi, de preference 
avec une densite elevee de complexes CMH/peptide. La 
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molecule monocatenaire soluble de HLA-A2.1 humaine (SC-A2) 
est obtenue par ingenierie, en connectant les trois premiers 
domaines de la chaine lourde A2.I a la b-microglobuline 
humaine par 1 r intermediaire d f un espaceur ayant une longueur 
de 15 acides amines, et elle est secretee dans le milieu de 
culture par des cellules basophiles de rats ( RBL ) . Elle peut 
etre purifiee par chromatographie d * af finite en utilisant 
1 ' anticorps monoclonal W6.32 anti-HLA-A2 et presente des 
f onctions biologiques . 

On a montre que SC-A2 purifie se lie specif iquement a 
des peptides antigeniques restreints par A2 et ne se lie pas 
a des peptides murins restreints par H2-Kb ou H2-Kd. Les 
complexes CMH/peptide charges avec une haute densite sur un 
support solide induisent certains lymphocytes T CD 8 a 
produire des reponses prolif eratives pour produire de la 
cytokine ( IL-2 ) , et a presenter une activite cytotoxique 
vis-a-vis d 1 antigenes peptidiques definis in vitro . De plus, 
SC-A2 charge en peptides peut induire in vitro des 
lymphocytes T cytotoxiques ( CTL) primaires specif iques d'un 
peptide, issus de cellules naxves PBL HLA-A2.1 de donneurs 
sains. Le complexe CMH/peptide enrobant les billes agit 
egalement en tant qu 1 APC pour eliciter des reponses 
primaires a des antigenes specif iques d 1 une tumeur, chez la 
souris . 

SC-A2 presente ainsi des caracteristiques similaires a 
celles de SC-Kd en ce qui concerne sa structure et sa 
f onction 

Les peptides synthetiques qui constituent un epitope de 
CTL peuvent se lier directement a la surface cellulaire de 
molecules de CMH de classe 1. Apparemment, aucun evenement 
intracellulaire n'est implique ou requis. L f association de 
peptides de classe I a la surface cellulaire depend 
essentiellement de la presence de molecules de classe I 
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vides qui portent des peptides endogenes a liaison mediocre, 
Sur la plupart des types cellulaires, seule une petite 
fraction de la surface cellulaire totale de la molecule de 
classe I est vide. Par consequent, charger la surface 
5 cellulaire de peptides liants de classe I est inefficace 
dans la plupart des cellules. 

La molecule recombinante du CMH de classe I decrite 
precedemment (SC-Kd) a ete produite et purifiee comme une 
molecule monocatenaire soluble. (Voir les demandes U.S. en 
10 cours d'examen 07/801818, 08/487650 et/ou 08/370476). SC-Kd 
fonctionnel peut etre obtenu en grande quantite a partir de 
cellules CHO transfectees de maniere appropriee et chargees 
avec le peptide voulu . 

La disponibilite de ces deux structures (SC-A2 et SC- 
15 Kd), ou de toute autre structure produite selon la presente 
description, cree une source de molecules du CMH qui peuvent 
etre chargees avec un antigene specif ique. Lorsqu 1 on utilise 
ces molecules de CMH chargees, couplees a un support solide, 
il est genere une APC artificielle qui peut imiter I'APC 
20 naturelle. Ainsi, on peut diriger toutes les fonctions 
connues d f APC vers un peptide ou antigene particulier. Les 
APC artif icielles et les methodes qui les utilisent pour 
obtenir des CTL specif iques d ' un antigene sont des aspects 
importants de la presente invention. 

25 Par exemple, ces molecules du CMH fonctionnent de fagon 

a lier un peptide specifique et peuvent induire des CTL 
specif iques primaires. En outre, les caracteristiques 
structurales de ces CTL ont ete determinees par analyse de 
la chaine TCR-S, qui a revele des rearrangements tres 

30 similaires, et meme identiques, a ceux trouves chez les CTL 
generes par immunisation in vivo. Ces CTL primaires sont 
capables de reconnaitre un peptide endogene sur une cellule 
tumorale syngenique chez la souris et de reconnaitre des 
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cellules infectees par VIH chez l'homme. Ces CTL sont 
egalement utilises pour le transfert adoptif cellulaire 
conduisant au re jet de tumeurs in vivo . 

L f aptitude des complexes SC-Kd et SC-A2/peptide a 
activer des precurseurs de CTL peptide-specif iques a ete 

etudiee in v^tro* On a ainsi mis en evidence qu'il est 

possible d'induire une expansion de CTL specif iques de 
peptides de HLA-CW3 et du virus influenza dans des cultures 
de cellules naives de rate de souris stimulees par des 
complexes SC-Kd/peptide couples sur des billes. L'efficacite 
de ces derniers s ' avere comparable a celles d'APC connues, 
comme les cellules dendritiques . 

Activation totale de cellules T naives CD8+ en 1 9 absence de 
co- stimulation 



La co-stimulation est consideree comme critique pour obtenir 
une induction optimale des reponses des cellules T» 
Les modeles courants suggerent que 1 ' activation des cellules 
T naives est habituellement determinee par une combinaison 
de 2 signaux. 

Le signal 1 fonctionne a travers le complexe TCR antigene- 
specifique. Le signal 2 depend d'une interaction entre des 
molecules specialisees exprimees a la surface de la cellule 
T et leurs contre-parties sur l'APC (signal 2). 

Comme indique dans la presente description, dans certaines 
conditions, les cellules T n'ont pas besoin de co- 
stimulation, en particulier via la voie mediee par CD28. 
Pour verifier la delivrance possible de co-signaux par 
l'environnement cellulaire ou la possible contribution de 
molecules d 1 adhesion , un systeme experimental , depourvu de 
cellules, a ete developpe, selon 1' invention, pour 
1' activation de cellules T. 
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On a utilise SC-Kd charge avec le peptide HA du virus de 
1 ' influenza pour stimuler des splenocytes naifs CD8 + tres 
purifies, provenant de souris transgeniques pour un TCR 
specif ique pour le peptide HA. Les resultats obtenus ont 
montre qu'un tel stimulus acellulaire est suffisant pour 
donner naissance a des cellules presentant un phenotype 
active, d f une maniere dose-dependante . Ces cellules 
proliferent, secretent des cytokines et presentent une 
activite cytotoxique en 1 » absence d'une co-stimulation et 
d'IL-2 exogene. Ainsi, 1 1 invention demontre que des 
splenocytes CD8+ peuvent etre totalement actives par leur 
seul engagement TCR. Le degre de purete des cellules 
T CD8 + obtenues est tres eleve, atteignant 98,5% dans les 
conditions d 1 experimentation . 

Ces resultats debouchent sur des applications en 
immunotherapie et la comprehension des mecanismes de self - 
tolerance qui font egalement partie de 1 ! invention. En 
particulier, dans la conception de vaccins bases sur des 
peptides, on tiendra compte de differences de besoin de co- 
stimulation pour les cellules CD4+ et celles CD8+ et de 
1 1 exigence de co-stimulation peptide-specif ique . 

Liaison a des recepteurs cellulalres de lymphocytes. Les 
determinants modifies du CMH de classe I et de classe II 
selon l 1 invention, et les compositions comprenant des 
antigenes lies aux determinants modifies, sont 
reconnaissables par les recepteurs sur les lymphocytes T. 

En particulier, la structure de reconnaissance 
d'antigene et de CMH des lymphocytes T est appelee ici 
recepteur de cellules T\ Le recepteur de cellules T implique 
dans la reconnaissance d ' antigenes et de CMH est caracterise 
dans le tableau 2. Des regions variables des chaines a et b 
forment le site de liaison antigenique et determinent 
egalement la specif icite du CMH. En presence d * antigenes et 
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de CMH, le lymphocyte T est: active. II en resulte la 
phosphorylation d 1 au moins deux sous-ensembles du complexe 
recepteur, les chaines 5 et £• 



WO 97/44667 



PCT/FR97/00892 



46 

Tableau 2. Structures de surface impliquees dans la 
reconnaissance d'antigene par des lymphocytes T 
humains 



Masse moleculaire 



Chaines 



Non reduite 



Reduite 



Fonction 



A. Complexe 
recepteur de 
reconnaissance 
des 

lymphocytes T 
a et B 

f 1 Complexe 
T3 » 1 - 5 



90 000 



23 000 



41 000-43 000 
( deux chaines ) 



23 000 



Double 

reconnaissance 

d'antigene et 
de CMH 



Phosphoryle 

pendant 

1 T activation 

cellulaire 



y 

s 



B. T4 (CD4) 

C. Ts (CD8) 



20 000-23 000 
20 000 



32 000 
62 000 

76 000 



20 000-23 000 
20 000 



1 6 ( deux 
chaines ) 

62 000 



31 000-33 000 



inconnu 

Phosphoryle 

pendant 

1 1 activation 

cellulaire 

Inconnu 

Reconnai s s ance 
du CMH de 
classe II 

Reconnaissance 
du CMH de 
classe I 



Deux autres chaines a la surface des lymphocytes T, T4 
(CD4) et T8 ( CD8 ) , sont associees a la reconnaissance des 
determinants modifies du CMH de classe I ou de classe II 
selon l f invention, sans entrer en interaction avec 
l'antigene. Ces molecules peuvent se lier normalement a des 
determinants non-polymorphiques (constants) sur des produits 
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geniques de classe I ou de classe II de la cellule 
presentant 1 ! antigene. Ces molecules peuvent etre egalement 
associees au recepteur de cellules T. 

Un resume de la relation entre les molecules du CMH de 
5 classe I et de classe II et le type de lymphocytes T 
immunoreactifs est indique dans le tableau 3. 

Tableau 3. Restrictions de 1 1 activation des cellules 

lymphoides 



Fonction 


Phenotype 


Restriction 


T auxiliaire 


CD4 + CD8~ 


CMH de classe 


II + 


DTH 


CD4 + CD8 


antigene 




CTL 


CD4~CD8 + ou 


CMH de classe 


II + 




CD4 + CD8" 


antigene 




Suppresseur 


CD4~CD8 + 


CMH de classe 






I ou II + 






antigene 








CMH de classe 


I 



10 L ? activation de cellules auxiliaires T et des cellules 

effectrices a hypersensibilite retardee (DTH) sont 
restreintes par les antigenes et les molecules du CMH de 
classe II ; les activites du CTL sont restreintes par les 
antigenes et les molecules du CMH de classe I ou de 

15 classe II . La suppression peut etre restreinte par la 
classe I ou non restreinte. Le phenotype de surface (CD4 ou 
CD8 ) est en correlation essentiellement avec la 
reconnaissance de CMH de classe II (CD4 + ) ou de classe I 
(CD8 + ) . 



Si I'on considere le role regulateur important des 
cellules inductrices restreintes par la classe II (dont 
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toutes sont CD4 + ) , il n'est pas surprenant qu'un virus tel 
que le virus apparente au SIDA, qui infecte les 
lymphocytes T par 1 1 intermediaire du marqueur CD4 et par 
consequent, diminue selectivement la population de CD4, peut 
5 causer 1 1 immunosuppression severe et d 1 autres anomalies de 
la croissance des lymphocytes observees chez les malades du 
SIDA. La presente invention devrait permettre d 1 obtenir des 
lymphocytes T specifiques des cellules infectees par VIH et 
d'utiliser ces cellules dans la recherche et developpement 
10 concernant le traitement du SIDA. 

La presente invention devrait egalement permettre 
d 1 imiter la liaison d 1 antigenes aux chaines a et S ou aux 
chaines 5 receptrices de cellules T. Par liaison croisee des 
recepteurs avec le determinant modifie de l f invention, on 
facilite 1* activation des lymphocytes T. La presente 
invention permet ainsi de stimuler ou de renforcer la 
fonction du systeme immunitaire. 

Ainsi qu'il a ete largement expose ci-dessus, 
1' invention vise done plus specialement des methodes, 
produits et kits mettant en oeuvre des complexes 
CMH/peptide. Elle vise ainsi une methode de detection de la 
presence ou de 1 ' absence d 1 un lymphocyte antigene- 
specifique, comprenant les etapes consistant a fournir un 
complexe comprenant un determinant modifie du complexe 
majeur d 1 histocompatibility ( CMH ) , en association avec un 
antigene peptidique specifique ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; 

a incuber le complexe couple a un support solide avec un 
echantillon biologique dans des conditions appropriees pour 
30 lier un lymphocyte a un antigene ou a une molecule du 
complexe majeur d 1 histocompatibility ; et 



15 



20 



25 
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a detecter la presence ou 1 1 absence de lymphocytes lies au 
complexe couple a un support solide. 

Le determinant du CMH modifie mis en oeuvre est 
avantageusement present sous la forme d'un dimere ou d'un 
5 polymere d'ordre superieur, ou d'un agregat. 

Dans cette methode, l'antigene est choisi avec avantage 
dans le groupe d 1 antigenes essentiellement forme par les 
antigenes associes a des tumeurs, les antigenes derives d'un 
parasite, les antigenes derives de bacteries et les 
10 antigenes derives de virus tels que VIH, influenza, CMV, 
VPH, Hepatite A, Hepatite B , Hepatite non-A non-B et 
Hepatite C. 

L' invention vise aussi une methode de detection de la 
presence ou de 1 f absence d'un lymphocyte T specif ique d'une 
15 tumeur, comprenant les etapes consistant a fournir un 
complexe comprenant une molecule modifiee du complexe majeur 
d 1 histocompatibility, en association avec un antigene 
specique de tumeur ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; 

20 a incuber ledit complexe couple a un support solide avec un 
echantillon biologique ; et 

a detecter la presence ou 1 1 absence d T un lymphocyte T lie au 
complexe couple a un support solide. 

Dans les methodes ci-dessus 1 1 incubation comprend en 
25 outre une periode d 1 environ 3 heures a environ 4*C, avec ou 
sans agitation douce, et la detection comprend en outre 
1 1 utilisation d 1 un concentrateur de particules magnetiques. 

La methode d'obtention, d'isolement ou de purification 
d'un lymphocyte T antigene-specif ique, fait egalement partie 
30 de l 1 invention. Cette methode comprend les etapes consistant 
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a fournir un complexe constitue essentiellement par un 
determinant modifie du complexe majeur d ' histocompatibilite 
en association avec un antigene peptidique ; 

a coupler le complexe a un support solide ; 

5 a incuber ledit complexe couple au support solide avec un 
echantillon biologique, de sorte que les lymphocytes T 
puissent se lier au complexe couple au support solide ; et a 
separer des autres cellules les lymphocytes T lies, 

Entre egalement dans le champ de 1' invention, une 
10 methode de preparation d'un lymphocyte T cytotoxique 
antigene-specif ique, comprenant les etapes consistant 

a fournir un complexe comprenant un determinant modifie du 
complexe majeur d 1 histocompatibilite en association avec un 
antigene ; 

15 a coupler le complexe a un support solide ; et 

a mettre en contact le complexe couple a un support solide 
avec un lymphocyte primaire. 

L ' antigene mis en oeuvre est avantageusement choisi dans 
le groupe d' antigenes essentiellement constitue par des 
20 antigenes specif iques de tumeur, des antigenes derives du 
VIH, des antigenes derives du virus influenza et un antigene 
derive de bacteries, 

II s'agit en particulier d'un antigene choisi dans le 
groupe d ' antigenes essentiellement constitue par des 
25 antigenes associes a des tumeurs, des antigenes derives d'un 
parasite, des antigenes derives de bacteries, et des 
antigenes derives de virus tels que VIH, influenza, CMV, 
VPH, Hepatite A, Hepatite B, Hepatite non-A non-B et 
Hepatite C- 
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L 1 invention vise egalement une methode destinee a tuer 
une cellule, contenant un antigene specif ique de tumeur, 
comprenant l'etape consistant a mettre en contact un 
lymphocyte T cytotoxique tel qu 1 obtenu par la methode ci- 
dessus de preparation de lymphocyte cytotoxique antigene- 
specifique avec une cellule contenant un antigene specifique 
de tumeur dans des conditions physiologiquement acceptables. 

L ? invention vise encore une methode d r introduction d'un 
lymphocyte T cytotoxique dans un animal ou chez l'homme, 
comprenant l T etape consistant a fournir un lymphocyte T 
cytotoxique tel qu r obtenu par la methode ci-dessus de 
preparation de lymphocyte cytotoxique antigene-specif ique et 
a injecter le lymphocyte T cytotoxique a l'homme ou a 
l f animal, conjointement avec une solution, un vehicule ou 
des excipents physiologiquement acceptables • 

L f invention vise egalement une methode d 1 anergisation 
d'un lymphocyte T antigene-specif ique, comprenant 1 1 etape 
consistant a mettre en contact le lymphocyte T avec une 
composition comprenant un determinant modifie du CMH, sous 
forme monomere en association avec un antigene peptidique, 

L f invention comprend egalement une methode d f elimination 
d'une population de lymphocytes T antigene-specif iques, 
comprenant les etapes consistant 

a fournir un complexe comprenant un determinant modifie du 
CMH , en association avec un antigene peptidique ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; et 

a introduire ledit complexe couple a un support solide dans 
une population de lymphocytes T. 

Dans ces differentes methodes, mis a part la methode 
destinee a tuer une cellule et celle d 1 introduction d f un 
lymphocyte T cytotoxique cchez l f homme ou 1 ! animal, 
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1 ' antigene peptidique est avantageusement lie par covalence 
au determinant modi fie du CMH ou a un espaceur du 
determinant modifie du CMH. 

Le determinant modifie du CMH est avantageusement 
5 present sous la forme d'un dimere ou d f un polymere d 1 ordre 
superieur ou d 1 un agregat. 

L f invention comprend en outre une molecule recombinante 
du CMH , comprenant SC-A2 ou SC-Kd. 

Elle vise en particulier une molecule recombinante du 
10 CMH , biologiquement f onctionnelle, possedant l'activite de 
stimulation des lymphocytes T et de presentation d f antigene 
d'une molecule HLA-A2 naturelle, comprenant un ou plusieurs 
domaines de la chaine lourde de HLA-A2 lies, par covalence 
ou autrement, a une S2-microglobuline, ou a un fragment de 
15 B2-microglobuline, par 1 ' intermediaire d'une region 
d 1 espaceur flexible . 

Comme expose plus haut, 1 1 invention vise en outre, une 
methode de diagnostic pour determiner la concentration ou la 
quantite relative de molecules solubles du CMH de classe I 

20 ou classe II dans un echantillon, comprenant les etapes 
consistant a utiliser une molecule recombinante, telle que 
definie ci-dessus, en tant que reference standard, a mettre 
en contact 1 ' echantillon avec des anticorps specif iques du 
CMH ou de la microglobuline, ou des deux, et a determiner la 

25 quantite de liaison dans 1 r echantillon, comparee a la 
liaison de la molecule recombinante. 

Elle vise aussi un kit de diagnostic servant a 
identifier des peptides antigeniques capables d'etre 
presentes par une molecule A2 comprenant une molecule 
30 recombinante, telle que definie ci-dessus, et un peptide 
marque, qui est capable de se lier a la molecule 
recombinante . 
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Avantageusement , la molecule recombinante se presente 
sous forme monomere ou sous forme dimere ou, de preference, 
en tant que polymere en agregats de ces formes. 



5 L' invention vise en outre 1 1 utilisation d'une telle 

molecule dans une methode pour stimuler et developper 
selectivement un clone de CTL specif ique a partir d'une 
source de lymphocytes T, comprenant 1 ' etape consistant a 
mettre en contact la molecule recombinante chargee d 1 un 
10 peptide specif ique avec un lymphocyte T. 

Les compositions comprenant une molecule recombinante, 
telle que definie ci-dessus, avantageusement sous les formes 
indiquees, et un support solide sont egalement visees par 
1 ' invention, 

15 Dans ces compositions, le support solide peut etre forme 

de billes magnetiques. 

D'autres methodes entrent dans le champ de 1' invention, 
a savoir 

- une methode d ' utilisation d'une composition, telle que 
20 definie ci-dessus, pour induire in vitro des CTL primaires 
peptide-specif iques , comprenant 1 1 etape consistant a incuber 
une telle composition avec un peptide, suivie de 1 1 etape 
consistant a mettre en contact la composition avec un PBL 
naif . 

25 Cette methode comprend avantageusement 1' addition d'une 

cellule stimulatrice, telle qu'un conA-blast active par 
peptide . 



Les CTL ainsi obtenus sont avantageusement utilises pour 
lier une cellule porteuse d'antigene. 
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- une methode de production d'anticorps specif iques 
anti-HLA, comprenant 1 • etape consistant a introduire une 
molecule recombinante, telle que definie plus haut, dans un 
animal et a isoler ou purifier des anticorps issus du serum 
de 1 T animal . 

une methode de production d'une cellule productrice 
d ' immunoglobuline par un animal, comprenant le fait 
d f introduire une molecule recombinante , telle que definie 
plus haut, dans un animal et a isoler ou purifier la 
cellule. 

L f invention vise aussi un kit de diagnostic destine a 
identifier la presence ou 1 ■ absence d'un anticorps 
specifique anti-HLA dans un echantillon, comprenant une 
molecule recombinante, telle que definie plus haut, et un 
moyen de detection pour detecter la liaison d f anticorps 
specif iques a la molecule recombinante. 

Elle vise egalement une methode de diagnostic destinee a 
identifier des peptides qui peuvent etre presentes par une 
molecule A2 pour resulter en une reponse immunitaire dans un 
lymphocyte, comprenant le fait de mettre une molecule 
recombinante, telle que definie plus haut, en association 
avec un peptide, en contact avec un lymphocyte et a 
rechercher une reponse immunitaire. 
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L* invention vise aussi une methode d 1 utilisation d'une 
molecule recombinante telle que definie plus haut pour 
stimuler une reponse immune specifique ex vivn ou pour une 
activation directe de lymphocytes in vivn par injection de 
la molecule sous forme de revetement de support quelconque. 



BREVE DESCRIPTION nK S DESBTNS 

La figure 1 represente 1 ' orientation d'une molecule du 
CMH de classe I et d'une 62-microglobuline dans une membrane 
cellulaire. 

La figure 2 represente 1 ' orientation de la molecule du 
CMH de classe II dans une membrane cellulaire. 

La figure 3A represente schematiquement un determinant 
modifie du CMH de classe I. 

La figure 3B est un schema-bloc representant un 

determinant modifie du CMH de classe I et un espaceur liant 

par covalence les produits geniques du CMH a la B2- 
microglobuline . 

La figure 4A represente un determinant modifie du CMH de 
classe II. 

La figure 4b est un schema-bloc representant les 
domaines d ' un determinant modifie du CMH de classe II lie 
par des espaceurs. 

Figure 5 : adsorption selective de cellules d ' hybridomes 
T a des complexes CMH/peptide apparentes. 

On marque les cellules d * hybridomes T 9.4 ( specif iques 
de K /Cw3) par incorporation de [methyl - 3 H] -thymidine et on 
les incube avec des billes magnetiques (dans un rapport des 
billes aux cellules de 5:1) couplees a SC-K d charge du 
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peptide indique. Ensuite, on separe les cellules 
magnetiquement avec un concentrateur de particules 
magnetique. Le rendement en cellules est determine en 
mesurant la radioactivite associee aux billes. Les 
5 deviations moyennes et standards des experiences effectuees 
en triple sont representees. 

La figure 6 represente la purification selective de PEL 
exprimant VJ310, par adsorption sur SC-K d /Cw3 . 

Les PEL sont purifies par adsorption sur SC-K d /Cw3 et 
10 l' expression de VB10 est analysee par cytometrie. 
L'histogramme en traits pleins correspond aux PEL adsorbes 
sur SC-K d /Cw3. Le profil en tirete correspond aux PEL avant 
adsorption. 

La figure 7 represente l f expression clonale et la 
15 purification de TIL specif iques de K d /Cw3, analysees par 
PCR. 

Les differentes populations cellulaires sont analysees 
comme decrit dans la section Materiels et Methodes en 
utilisant une technique de PCR avec les couples d ' amorces 

20 indiques. Des lymphocytes T specif iques de K d /Cw3, 
presentant la longueur caracteristique de CDR3B ( 6 acides 
amines) peuvent etre deja identifies avant purification 
(panneaux c et d). Des splenocytes issus de souris naives 
DBA/ 2 (panneaux a et b ) sont representees comme exemples 

25 d'animaux non immuns. Les lymphocytes T K d /Cw3-specif iques 
sont purifies efficacement et specif iquement (panneaux e et 
f ). 

La figure 8 represente des TIL purifies par adsorption 
sur des complexes CMH/peptide apparentes, presentant une 
30 activite de CTL accrue. 
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L'activite de CTL de TIL purifies (b et d) et non 
purifies (a et c) est testee sur P815 (carres blancs ) et 
P815-Cw3 (carres noirs ) avant (a et b) ou apres (c et d) 
amplification pendant 10 jours in vitro . 

5 La figure 9 represente des TIL purifies par adsorption 

sur des complexes CMH/peptide apparentes, presentant une 
activite antitumorale accrue. 

On injecte par voie sous-cutanee a des souris une dose 
letale de P815-Cw3 ( panneau a), de P815 ( panneau b) ou de 

10 P198 (panneau c). Apres 6 jours, on administre aux souris 

7 

par voie intraveineuse 10 TIL non purifies (carres blancs), 
issus d'une tumeur identique, ou le meme nombre de TIL ayant 

ete purifies par adsorption (carres noirs) sur soit SC- 

d d 
K /Cw3 (panneau a), soit L /P1A (panneau b), soit SC-K /P198 

15 (panneau c). Les souris temoins ( cercles blancs) ne 

resolvent que des cellules tumorales. 

La figure 10 represente la sequence nucleotidique et 
d'acides amines de SC-A2-15. 

La figure 11A represente le gel (pistes 1-4) designant 
20 SC-A2 immunoprecipite, la fleche indiquant la taille prevue 
pour SC-A2 • 

La figure 11B represente un gel indiquant les 
comparaisons A et B de SC-A2 versus SC-Kd. 

La figure 12 represente un test de liaison A2 . 1 . 

25 Un test destine a quantifer des peptides liants A2.1, 

base sur l f inhibition de peptides F10V standards marques par 
radioactivite a des molecules SC-A2, cornme decrit dans la 
section Test de liaisons peptidiques. 

La figure 13A represente la specificite de CTL induits 
30 par induction primaire in vitm en utilisant des billes 
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revetues avec des complexes peptidiques SC-K d /Cw3 en tant 
que cellules presentatrices d r antigene (APC). 

Les CTL primaires specifiques de Cw3 lysent 
specif iquement les cellules tumorales P815-Cw3 (triangle), 
5 alors qu'il existe tres peu de lyse non specif ique avec les 
cellules P815, qui n'expriment pas le gene HLA-Cw3 (cercle). 

La figure 13B represente la specificite de CTL induits 
par induction primaire in vitro en utilisant des billes 
revetues avec des complexes peptidiques SC-L d /PlA, en tant 
10 que cellules presentatrices d ' antigene ( APC ) . 

Les CTL primaires specifiques de P1A lysent 
specif iquement les cellules tumorales P815 qui expriment 
bien le gene P1A (triangle), alors qu f il existe tres peu de 
lyse non specif ique avec les P1204, qui n ■ expriment pas le 
15 gene P1A ( carre ) . 

Figure 14 : L f absence de cellules macrophages n'a pas 
d f influence sur 1 ' induction primaire in vitrn de CTL 
specifiques d'un peptide en utilisant des billes revetues 
avec des complexes peptidiques SC-A2/Pol-VIH en tant que 
20 cellules artif icielles presentatrices d 1 antigenes (APC). 

En utilisant des billes revetues avec des complexes 
peptidiques SC-A2/Pol-VIH en tant que cellules 
presentatrices d 1 antigenes (APC), des CTL specifiques de 
Pol-VIH peuvent etre induites a partir de cellules naives 

25 PBL HLA-A2 (carre) ainsi que de cellules naives PBL HLA-A2 
(carre), et PBL HLA-A2 naives depourvues de cellules 
macrophage. Dans toutes ces situations, on obtient une 
faible lyse non specif ique lorsqu'on utilise des billes 
revetues avec simplement le peptide Pol-VIH, mais sans 

30 molecules SC-A2 en tant qu 1 APC (cercle) de cellules naives 
PBL HLA-A2 (triangle) de PBL HLA-A2 naives epuisees en 
cellules macrophage . 
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Figure 15 : L ' absence de cellules macrophages n'a pas 
d ' influence sur 1 1 induction primaire in v-i tm au C TL 
specif ique d ' un peptide, utilisant des billes revetues avec 
des complexes peptidiques SC-A2/MAGE3 en tant que cellules 
artif icielles presentatrices d ' antigenes (APC). 

Lorsqu'on utilise des billes revetues avec des complexes 
peptidiques SC-A2/MAGE-3 en tant que cellules presentatrices 
d' antigenes (APC), les CTL specif iques de MAGE-3 peuvent 
etre induites a partir de cellules naives HLA-A2 PBL (carre) 
ainsi que de cellules naives PBL HLA-A2 depourvues de 
cellules macrophage. Dans les deux cas, on obtient une 
faible lyse non specif ique lorsqu'on utilise des billes 
revetues avec seulement le peptide MAGE-3 mais sans 
molecules SC-A2 en tant qu'APC ( cercle ) de cellules naives 
PBL HLA-A2 (triangle) de PBL HLA-A2 naives epuisees en 
cellules macrophages. 

Figure 16 : Representation schematique de molecules ou 
determinants modifies du CMH. La sequence nucleotidique de 
1' insert d'ADN comprenant le determinant recombinant du CMH 
SC-A2 avec un espaceur de 15 acides amines (les trois 
premiers domaines de l'ADNc de la chaine lourde de HLA-A2.1 
fusionnes a la sequence codante de la 32-microglobuline 
humaine par 1 ' intermediaire d'un linker flexible de 
15 acides amines). 

Figure 17 : Resonance plasmonique de surface de la 
molecule SSC-A2 utilisant des AcM BB7 . 2 ( anti-HLA-A2 , -A69 ) 
et B2C16.2 ( anti-^2-microglobuline humaine). Ces resultats 
indiquent que la molecule presente a la fois HLA-A2 et des 
determinants serologiques 32-m humains . 

Figure 18A : Liaison de molecules F10V, radiomarquees , a 
SSC-A2. Le peptide marque se lie a 1 ' echantillon sSC-A2 
(barre hachuree ) et ne se lie pas au temoin (en traits 
pleins ) . 
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Figure 18B : Inhibition competitive de la liaison de 
peptides a des molecules SSC-A2 . Les peptides restreints par 
HLA-A2 (F10V, 19V et A9L) presentent une inhibition 
pratiquement complete du peptide marque, tandis que les 
5 peptides restreints par H-2Kb (R8L OVA) et H-2Kd ( Cw3 Y8I ) 
ne presentent pas cette caracteristique. 

Figure 19 : Incorporation directe de 3 H-thymidine ou 
secretion d'IL-2 par CTL NA17 221, presentant la reponse 
proliferative des CTL au peptide restreint de maniere 
10 appropriee. La stimulation specif ique est mesuree en termes 
d f incorporation directe de 3 H-thymidine par CTLNA 17221 
(panneau A) ou secretion d'IL-2 ( panneau B) 

Figures 20A et B : activite cytotoxique sur differentes 
cellules cibles T2 chargees en peptide pour le CTL stimule 
15 avec des complexes SSC-A2/M58-66 . Les resultats indiquent 
une lyse specifique des cellules portant le peptide 
approprie. 



20 



Figure 21 : Analyse des repertoires de TCR VB17 et VB2 
en utilisant la technologie d ' immunoscopie tres sensible. 
Dans les panneaux A et B, on observe un pic majeur dans le 
repertoire VB17 correspondant a un CDR3 de 8 acides amines 
de long, indiquant une expansion dominante de CTL specifique 
en correlation avec la lyse specifique M58-66 montree dans 
la figure 20. Les V32 des panneaux A et B presentent un 
25 repertoire polyclonal par son profil Gaussien. 

Le temoin des cellules non stimulees, panneau C, exhibe 
egalement un profil de type de Gauss. 

Figure 22 : Specif icite d 1 un essai de liaison de peptide 
restreint par HLA-A2.1. Dans 22A, on a represents la liaison 
30 du peptide F10V radiomarque a des molecules SC-A2 et dans 
22B, l f inhibition de competition de la liaison des peptides 
aux molecules SC-A2 
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Figure 23 : Incorporation directe de 3 H-thymidine ou de 
secretion de IL-2 par CTL NA 17221 montrant une reponse 
proliferative du CTL au peptide restreint de maniere 
appropriee 

Figure 24 : Induction de CTL specifiques par des complexes 
SC-Kd/peptide couples a des billes ou a des cellules 
dendritiques 

Figure 25 : Induction de CTL specifiques par des complexes 
SC-A2/peptide couples a des billes 

Figure 26 : Repertoire TCR-BV10 de CTL induits avec des 
complexes SC-Kd/CW3 couples a des billes et avec des 
cellules dendritiques activees par CW3 

Les CTL ont ete induits comme decrit en rapport avec la 
figure 24. L ' ARN total a ete extrait et l'ADNc amplifies en 
utilisant des amorces BV10 et BC-specif iques . Apres marquage 
avec une amorce fluorescente BC-specif ique, la distribution 
de taille du produit a ete resolu dans un gel acrylamide 
denaturant dans un sequenceur. 

Figure 27 : Repertoires TCR BV17 et BV2 de CTL induits par 
SC-A2/M 58-66 couple sur des billes. 

Figure 28 : Adhesion selective de cellules T d'hybridome sur 
des surfaces revetues de complexes CMH/peptide 

Figure 29 : Adhesion dose-dependante , peptide-specif ique de 
l'hybridome 9.4 sur des plaques de dKd-Cw3 

Figure 30 : Inhibition partielle de 1 ' adhesion mediee par 
dKd-Cw3 de l'hybridome 9.4, par des inhibiteurs de proteine 
kinase 
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Figure 31 : Purification selective des cellules d'hybridome 
9.4 par des complexes dimerises CMH/peptide appliques en 
revetement 

Figure 32 : enrichissement selectif de cellules T naives 
5 VB8 +, CD8+, specif iques vis-a-vis de complexes Kd-HA 

Figure 33 : Induction de la proliferation de cellules CD8 + 
purifiees par des complexes SC-Kd/HA utilises en revetement. 

Figure 34 : Reponses prolif eratives de cellules CD8+, 
dependantes de stimulus SC-Kd/HA, ne necessitant pas 
10 d' interaction CD28/B7. 

Figure 35 : Presence d'un phenotype active sur les 
splenocytes CD8+ apres stimulation par SC-Kd/HA 

Figure 36 : Reponse proliferative a SC-Kd/HA proportionnelle 
au nombre de splenocytes CD8+ . 



15 Figure 37 : Obtention d 1 une reponse cytotoxigue avec des 
splenocytes CD8+ actives par SC-Kd/HLA. 
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DESCRIPTION DES MODES DE RKAT.TS ATION PRKFFpHtq 

Example 1 : Detection, obtention purification de cellules 
T antigene-specifiques- Stimulation de cellules T 

On prepare par ingenierie des molecules 
monocatenaires solubles HLA-A2.1 humaines ( SSC-A2 ) en 
reliant les trois premiers domaines de la chaine lourde 
A2.1 a la 62-microglobuline humaine par 1 • intermediaire 
d'un espaceur de 15 acides amines, et on les transfecte 
dans des cellules basophiles de rat ( RBL-2H3 ) . On purifie 
le SSC-A2 secrete dans le milieu de culture par 
chromatographie d'af finite, a 1 • aide de 1'anticorps 
monoclonal W6.32 anti-HLA-A.B. C, presentant des fonctions 
biologiques. Les molecules de SSC-A2 purifiees se lient 
specif iquement a des peptides antigeniques restreints par 
A2. Les complexes peptidiques SSC-A2.1 interagissent avec 
le recepteur de lymphocytes T approprie et provoquent une 
reponse proliferative des lymphocytes T cytotoxiques 
specif iques d'un peptide. En outre, on applique avec une 
densite elevee des complexes sSC-A2 charges en peptide 
sur des billes et on les utilise en tant que cellules 
artificielles presentatrices d'antigene pour obtenir des 
CTL peptide-specifiques a partir de cellules naives PBL 
HLA-A2.1 de donneurs sains. Ces complexes s • averent des 
stimulateurs tres efficaces et induisent des CTL peptide- 
specifiques presentant une puissante aptitude a tuer, 
restreinte par HLA-A2.1, des cellules activees par 
antigene. De plus, le recepteur de cellules T de CTL 
peptide-specifiques induits utilise les memes, en tant 
que CTL peptide-specifiques issus d ' une immunisation in 
yJjiQ. L' evidence que l'on constate ici indique l'utilite 
des molecules modifiees du CMH au niveau fonctionnel, 
c'est-a-dire des molecules SSC-A2, dans : i ) des tests de 
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liaison peptidique destines a identifier des peptides 
immunogeniques, bases sur la selection de liants du CMH 
de grande af finite a partir d'antigenes connus associes a 
une tumeur, ii ) 1 f induction primaire in vitrg de CTL 
capables de tuer des cellules tumorales, permettant ainsi 
une analyse detaillee du repertoire de CTL humains 
primaires, ou la production de cellules effectrices de 
CTL specif iques pour 1 1 immunotherapie adoptive ou la 
dissection des conditions cellulaires et moleculaires 
requises pour amercer des CTL naifs humains. 

Expression de la construction genique de la molecule sSC- 
A2 issue de Cellule Basophile de Rat transfectee stable 
( RBL-2H3 ) 

La construction SC-A2, qui comprend la sequence 
signal et les trois premiers domaines de l'ADNc de la 
chaine lourde de HLA-A2.1, fusionnee a la sequence 
codante de la J32-microglobuline humaine par 
1 ? intermediate d 1 un linker flexible de 15 acides amines, 
est representee a la figure 16. Cette construction est 
clonee dans le vecteur d r expression de mammifere pRc/CMV, 
sous le controle du promoteur du gene precoce immediat du 
cytomegalovirus humain, et ensuite, transfectee dans des 
cellules RBL-2H3. Des transf ectants stables sont 
selectionnes pour leur resistance a 1 1 antibiotique G418. 
Les clones resistants sont tries par PCR pour la 
construction genique integree. On analyse la production 
de molecules sSC-A2 par les clones presentant un nombre 
eleve de copies de genes integres. On poursuit la 
selection en selectionnant les clones produisant environ 
500 mg de molecules sSC-A2 par litre de surnageant de 
culture . 
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La molecule SC-A2 purifiee presente une conformation 
correctre 

SSC-A2 secrete dans le milieu de culture est purifie 
par chromatographie d ' immunoaf finite, en utilisant 1'AcM 
W6/32 anti-HLA-A.B.C, et il est caracterise par la 
resonance plasmonique de surface, en utilisant les AcM 
BB7.2 (anti-HLA-A2, -A69 ) et B2C16.2 (anti-S2- 
microglobuline humaine). Les resultats presentes a la 
figure 17 montrent que la molecule purifiee presente les 
deux determinants serologiques que sont HLA-A2 et celui 
derive de la 62-microglobuline humaine. Afin de s' assurer 
que les molecules sSC-A2 presentent une conformation 
correcte, on soumet un panel de sept anticorps a un test 
ELISA sur SSC-A2 purifie. Ce panel comprend 5 AcM HLA- 
specifiques, a savoir W6/32 (anti-HLA monomorphique ) , 
BB7.2 (anti-HLA-A2, -A69 ) , 5H7 ( anti-HLA-A2 , 3® m ® 
domaine), PA2.1 ( anti-HLA-A2 ) et deux AcM specif iques de 
la B2-m humaine, B2C16.2 et BBM.l. Tous les AcM testes 
reagissent seuls ou dans des tests sandwich (anti-HLA- 
A2/anti-S2-microglobuline humaine) avec la molecule 
recombinante, demontrant ainsi que SSC-A2 recombinant est 
replie correctement . 

Liaison specifique de peptides synthetiques a des 
molecules sSC-A2 purifiees 

Pour savoir si des molecules sSC-A2 peuvent se lier 
a des peptides restreints par HLA-A2 , on utilise un 
peptide synthetique derive du virus de 1* hepatite B 
(HBV)(FLPSDYFPSV=F10V)(81), qui est connu pour se lier a 
HLA-A2 comme peptide de liaison standard. Ce peptide F10V 
est marque avec un marqueur radioactif et sa capacite de 
liaison a SSC-A2 est testee. Le peptide non lie est 
elimine par ultrafiltration. Le peptide radioactif 
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associe a SSC-A2 est mesure comme decrit. On observe une 
liaison significative (figure 18a). De plus, lorsqu'on 
utilise un panel de peptides synthetiques en exces en 
tant que competiteurs, la liaison du peptide a raarqueur 
5 radioactif est inhibee par trois peptides restreints par 
HLA-A2 (F10V, I9V, A9V ) , mais n'est pas inhibee par deux 
peptides restreints par H.2K b (R8L OVA) ou deux peptides 
restreints par H.2K d (CW3 Y81) (figure 18b). Pris 
ensemble, ces resultats indiquent que la molecule SSC-A2 
10 recombinante se lie a des peptides synthetiques et 
presente la meme specificite que la surface de la cellule 
native associee a la molecule HLA-A2 . 

Des complexes sSC-A2/peptide peuvent activer 
specif iqueraent des cellules CTL apparentees 

15 Ensuite, on evalue 1 1 aptitude de la molecule SSC-A2 

recombinante a agir en tant que molecule presentatrice 
d'antigene. On charge sSC-A2 purifie avec un peptide 
NA17-A (un peptide situe dans un intron du gene codant 
pour la N-acetylglucoseaminyltransf erase V, exprimee dans 

20 la lignee cellulaire tumorale NA17-MEL issue de melanomes 
metastatiques de patients NA17) (82). On utilise ensuite 
ces complexes SSC-A2/NA17-A sous leur forme monomere ou 
dimere ( la dimerisation est realisee par incubation de 
SSC-A2/NA17-A avec 1'AcM specif ique BBM.l anti-b2-m 

25 humaine, dans un rapport de 2/1) et on teste leur 

capacite a stimuler un clone de CTL restreint par HLA-A2 

(CTL NA17-221) specif ique du peptide NA17-A (82). On 

mesure la stimulation specif ique par incorporation 
3 

directe de H-thymidine par les CTL NA17 221 (figure 19a) 
30 ou par secretion de IL-2 (figur 19b). Dans les deux 
tests, la reponse proliferative est peptide-specif ique, 
etant donne que sSC-A2 charge avec un peptide non 
apparente (MAGE 3) (83) ne presente pas d f activite. Ces 
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resultats indiquent que la reponse specifique peut etre 
la consequence de 1 1 interaction directe des complexes 
sSC-A2/peptide et du recepteur de CTL approprie. 

Induction in vitro de CTL peptide- specifiques issus de 
donneurs naifs 

Des etudes recentes ont utilise des complexes 
CMH/peptide pour provoquer la reponse in vitro de CTL 
(84-86). On incube des cellules naxves PBL HLA-A2 de 
donneurs sains avec des billes revetues de complexes de 
SSC-A2 charge avec le peptide matriciel de 1 ' influenza A 
M58-60 (87, 88) pendant une duree appropriee (jours). On 
restimule les cultures une fois avec soit les conA-blasts 
actives par le peptide MS 8-66, soit la forme monomere de 
complexes SSC-A2/M58-66 pendant une duree appropriee 
(jours) et ensuite, on teste leur activite cytotoxique 
vis-a-vis de cellules cibles T2 chargees de peptide. On 
observe sur les figures 20a et 20b une lyse specifique 
significative. Lorsque les conA-blasts actives par le 
peptide MS 8-66 sont utilises pour une troisieme 
stimulation, on obtient une lyse CTL plus specifique 
qu'avec les complexes SSC-A2/M58-66 seuls. Ces resultats 
suggerent que la seule presence des complexes SSC-A2/M58- 
66 n'amplifie pas de facon efficace certains CTL, et que 
la presence de cellules de remplissage augmente le succes 
de la multiplication a long terme. Ainsi, dans un mode de 
realisation prefere, on utilise eventuellement des conA- 
blasts actives par peptide en tant que cellules 
stimulatrices . 

Analyse moleculaire du repertoire du TCR Vfl de CTL 
peptide-specifiques induits in vitrn . a l'aide de billes 
revetues avec une densite elevee de complexe 
sSC-A2/peptide 
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II a ete signale qu'apres une infection par 
1 % influenza A, on peut detecter une reponse de CTL 
specifique du peptide M58-66 chez la plupart des sujets 
HLA-A2.1. II est interessant de noter que les clones de 
CTL M58-66-specif iques presentent des segments de gene 
TCR a et 6 conserves (89). De plus, un rapport recent 
designe le TCR V617 comme le segment VS dominant utilise, 
comme determine a partir des lignees de CTL M58-66- 
specif iques, issues de 21 individus HLA-A2 non 
apparentes. La multiplication de CD 8 V617 est en 
correlation avec la lyse M58-66-specif ique (90). 
L ' analyse de sequence de 38 transcrits VS17 M58-66- 
specifiques issus de 13 sujets revele la conservation 
importante d'un motif arginine-serine dans la region 
CDR3 , ayant une longueur de 8 acides amines. En tenant 
compte de ces caracteristiques particulieres de la 
reponse immunitaire humaine naturelle a 1 1 infection par 
l f influenza A, on a determine les conditions d 1 induction 

±n yitrp de CTL selon 1 ' invention, avec des billes 

revetues avec une densite elevee de complexes sSC- 
A2/peptide en tant qu'APC artif icielles, peuvent 
provoquer une reponse de CTL specifique similaire a celle 
observee in vivo . 

On a analyse le repertoire du TCR VB en utilisant la 
technique d 1 immunoscopie tres sensible (91, 92). Les 
repertoires de TCR VS17 et V62 representees sur les 
figures (21a et 21b) sont ceux d 1 une population de 
lymphocytes T pour laquelle 1 1 activite lytique est 
presentee sur les figures (20a et 20b). L f allure des 
cultures temoins de PBL identiques, non stimules, est 
representee a la figure 21c. On peut noter que pour le 
TCR VB2, 1 ? allure typiquement gaussienne indiquant un 
repertoire polyclonal est observee sur les figures 21a, 
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21b et 21c. Toutefois, pour le repertoire de TCR VB17, ce 
profile gaussien est fortement modifie. Comme on peut le 
voir sur les figures 21a et 21b, un pic principal 
correspondant a un CDR3 ayant une longueur de 8 acides 
amines indique une expansion dominante de CTL specif iques 
qui peut etre en correlation avec la lyse M58-66- 
specifique representee sur les figures 20a et 20b. Alors 
que le repertoire de TCR VS17 pour le controle des PBL 
presente tou jours l f allure typiquement gaussienne (figure 
21c). Ces resultats indiquent que le protocole 
d ' induction in vitro de 1 1 invention peut activer des CTL 
specif iques ayant des caracteristiques tres similaires a 
celles des CTL induits par infection in vivo . 

Ingenierie, preparation et utilisation de CMH modifies 
par SC-Kd 

On prepare par ingenierie des molecules 
monocatenaires K d murines (SC-K d ) en reliant le residu 
276 de la chaine lourde K au premier residu de la 82- 
microglobuline par 1 f intermediaire d ■ espaceurs de 
differentes longueurs, et on realise leur expression 
intracellulaire dans des cellules de singe C0S-1. II 
s'av^re que les molecules SC-K marquees reagissent avec 
plusieurs anticorps monoclonaux qui reconnaissent les 
molecules K d natives. On etudie SC-K d -15 (avec un 
espaceur del 5 residus ) de maniere plus appro fondie. II 
peut etre purifie et on a montre qu'il reprend une 
structure du type natif apres traitement avec des agents 
denaturants. Le SC-K d -15 purifie peut se lier a certains 
peptides de maniere qualitativement similaire a K d . 

Constructions plasmidiques . Un ADNc de K d de 
longueur totale (Lalanne, J.-L., Delarbre, C, Gachelin, 
G. et Kourilsky, P., Nucleic Acids Res.. 1983, 11:1567) 
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est coupe par Hind III (au niveau du residu 276) et 
fusionne en phase, par un linker codant pour Gly-Gly, a 
I'ADNc de S 2 -m (Daniel, F . , Morello, D., LeBail, O., 
Chambon, P., Cayre, Y. et Kourilsky, P., EMBO J. 1983. 
2:1061) dans lequel un site fiam HI recouvrant le premier 
codon lie de S2-m mature a ete introduit par mutagenese 
dirigee sur le site. Le bloc est clone dans un vecteur 
d ' expression de mammifere pKC3, qui contient le promoteur 
SV40 et l'origine de la replication, ce qui produit pSC- 
K -2 (represents dans la discussion concernant les 
constructions geniques, figure 5A). Des linkers 
synthetiques de differentes longueurs sont ligatures au 
site fiam HI de pSC-K d -2 (figure 5b). Par exemple, le 
linker SC-K d -15 est le : 

5' GATCGGATCCGGAGGCGGTGGATCCGGTGGCGGCGGTTC 3* 
(SEQ ID NO: ) 

3' CCTAGGCCTCCGCCACCTAGGCCACCGCCGCCAAG CTAG 5' 
(SEQ ID NO: ) 

La digestion par Bam HI de pSC-K d -15 et la 
religature produisent pSC-K d -10. pSC-K d -13, -17, -19 et - 
21 sont obtenus par clonage de linkers appropries au site 
Bam HI de pSC-K -10. Tous les espaceurs et toutes les 
jonctions sont sequences. 

Trans feet Ion et lmmunopr6clpltatlon. On transfecte 
des cellules COS-1 (environ 3,5 x 10 6 cellules sur des 
plaques de 60 mm) cultivees dans du DMEM complements avec 
10 % de serum de nouveau-ne, de la penicilline, de la 
streptomycine et de la L-glutamine, un jour apres 
etalement sur les plaques, avec 0,5 ml d'un melange de 
phosphate de calcium contenant 5 \xg d'ADN plasmidique 
purifie avec CsCl. L'efficacite des transf ections est 
mesuree de temps en temps avec le plasmide pCHHO 
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exprimant la fi-galactosidase d'E. coll (Pharmacia, 
Uppsala, Suede). Trente-six heures apres la transfection, 
les cellules sont radiomarquees a l'aide de methionine 
[ S] (45 mCi/plaque=l, 67 m de Bq/plaque) pendant 

4 heures a 37*0, puis on les lave une fois dans du PBS et 
on les recueille dans 1 ml de tampon de lyse (Tris-HCl 
10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, NP40 a 1 % p/ v , 
BSA 10 mg/ml) contenant 20 mM d 1 iodoacetamide et 1 Ul/ml 
d f aprotinine. Les lysats sont purifies prealablement sur 
proteine A-Sepharose pendant 1 heure £ 4*c et les 
surnageants de culture (SN) sont incubes pendant 
18 heures a 4*C avec soit 30 pi de SN de culture, soit 

5 \il d'AcM purife et proteine A-Sepharose. On lave les 
billes trois fois et on elue les proteines dans un tampon 
de Laemmli avec 2-ME et on les analyse par SDS-PAGE sur 
des gels a 12 %. Les gels sont fixes, traites avec de 
1' Amplify (Amersham Int., Amersham, GB), seches et 
visualises par autoradiographie a 1 ' aide d'une pellicule 
XAR a rayons X de Kodak (Rochester, NY) . 

Pour les traitements par endoglycosidase H ( Endo H), 
on equilibre les echantillons dans SDS a 0,5 %, 2-ME 1 M, 
on les porte a 1' ebullition pendant 2 minutes, on les 
fait precipiter avec de l'acide trichloracetique a 15 %, 
on les rince avec de 1 1 acetone et on les remet en 
suspension dans 50 yil de citrate de sodium 50 mM,' pH 5,5, 
SDS a 0,1 %, 2-ME 20 mM. On ajoute du Endo H ( Boehringer 
Mannheim, Mannheim, RFA) jusqu f a une concentration finale 
de 150 mU/ml, on incube les echantillons a 37 *C pendant 
24 heures et ensuite, on les analyse par SDS-PAGE. 

Purification par immunoaf finite de la proteine SC- 
K -15. On transfecte des cellules COS-1 ( generalement 
10 cellules) par l'ADN du pSC-^-lS, on les marque et 
les lyse comme ci-dessus. On purifie prealablement les SN 
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avec de la proteine A-Sepharose pendant 1 heure a 4*C 
avec 100 pi d'AcM 34.1.2 lie par covalence a des billes 
de proteine A . Apres le lavage final dans du PBS, on elue 
SC-K -15 de la matrice avec un volume egal de thiocyanate 
3 M pendant 10 minutes sur de la glace. Apres dialyse 
jusqu'au lendemain dans du PBS con tenant 0,1 % de NP40, 
0,05 % de Tween et 0,2 % de BSA, on utilise SC-K d -15 dans 
le test de liaison direct comme ci-dessous. Sa purete est 
evaluee par SDS-PAGE. 

Peptides et Tests de Liaisons Peptidiques. Les 
peptides utilises dans cette etude sont decrits par 
Choppin et al. (Choppin, J., Martinon, F., Gomard, E., 
Bahraoui E., Connan F., Bouillot, F. et Levy, J. P., 
J. Exp. Med., 1990, 172:889 et les references qui y sont 
mentionnees ) , sauf pour HLA-Cw3 et HLA-A24 , decrits par 
Maryanski, J. LI., Pala, P., Cerottini, J.-C. et Corradin, 
G., J. Exp. Med., 1988, 167:1391. Les tests de liaison 
sont effectues comme decrit par Choppin, J., Martinon, 
F., Gomard, E., Bahraoui E., Connan F. , Bouillot, F. et 
Levy, J. P., dans J. Exp. Med., 1990, 172:889. Les 
molecules de DR3, Drwl3 et K d sont egalement purifiees et 
iodees comme decrit par Choppin, J., Martinon, F. , 
Gomard, E., Bahraoui E., Connan F., Bouillot, F. et Levy, 
J. P., dans J. Exp. Med., 1990, 172:889. 

Constructions geniques . La partie C-terminale de la 
chaine lourde K d tronquee dans la region charniere est 
accrochfee a la partie N-terminale de la 62-microglobuline 
avec un espaceur approprie. A partir de la structure 3-D 
de K d (Prochnicka-Chalufour, J.-L., Casanova, J.-L., 
Kourilsky, P. et Claverie, J.-M., Res. Immunol., 1989, 
140:133) dont le modele est la structure HLA-A2, de 
Bjorkmann et al. (Bjorkmann, P.J., Saper, M.A., Samraoui, 
B., Bennet, W.S., Strominger, J.L. et Wiley, D.C., 
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Nature, 1987. 329:506), la longueur minimale d'un 
espaceur de type polyglycine est estimee a 11 residus, 
partant du residu 276 dans la sequence d ' acides amines K d 
(qui permet d'utiliser un site de restriction approprie 
dans 1 ' ADNc de K d ) . 

On relie deux clones d ' ADNc de longueur totale 
codant pour K d (Lalanne, J.-L., Delarbe, C, Gachelin, G. 
et Kourilsky, P., Nucleic Rcids Res., 1983. 11:1567) et 
de la b2-microglobuline (Daniel, F. , Morello, D. , LeBail, 
O., Chambon, P., Cayre, Y. et Kourilsky, p., EMBO J. 
1983. 2:1061) par des oligonucleotides de synthese codant 
pour les espaceurs. Ces derniers ont ete congus sous 
forme de plusieurs motifs repetitifs de glycine et de 
serine (voir la section Constructions Plasmidiques ) . On 
obtient ainsi une serie d ' ADNc codant pour pSC-K d avec 
des espaceurs de 2, 10, 13, 15, 17, 19 et 21 residus 
d' acides amines. Les sequences verifiees sont 
representees a la figure 5 de la demande US en cours 
d'examen n* de serie 07/801 818. 

Expression de SC-K a dans des cellules COS-1 de singe 
transfect£es. On transfecte temporairement des cellules 
C0S-1 (dans lesquelles les plasmides recombinants peuvent 
SS |J pliquer) Pedant 36 heures et on les marque avec de 
la S methionine pendant 4 heures. Les molecules de SC- 
K ne sont pas detectables directement par electrophorese 
du SN ou d'extraits cellulaires. Pour 

1 ' immunoprecipitation, on peut utiliser 1'AcM 34-1-2 
(Ozato, L., Mayer, N. et Sachs, D.H., Transplantation, 
1982. 34:113), qui reagit avec K d et D d natifs. 

Le SN contient 20-50 fois moins de materiel 
immunoprecipitable que les extraits cellulaires. Ce fait 
n'est pas inattendu, etant donne que la chaine lourde K d 
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tronquee au niveau du site Hind III n'est pas secretee 
par les cellules COS-1 (Chambon, p., These de D.E.A., 
Universite de Paris, 1987). Dans les extraits 
cellulaires, des bandes correspondant a des proteines 
ayant une masse moleculaire apparente d' environ 52 kDa 
sont precipitees specif iquement, et leur mobilite decrolt 
legerement lorsque la longueur de 1 • espaceur augraente 
(les figures 6A-D se referant a cela et la page suivante 
de la demande US en. cours d'examen n* de serie 
07/801 818, SC-K d -2, -10, -13, -17, -19, -21 ; pour SC- 
K -15, voir figure 6B). On n * observe pas de bande avec 
des cellules transfectees a blanc et 34-1-2 (figure 6A, 
pistes NT et pKC ) , ni avec des cellules transfectees et 
un anticorps non pertinent (F23, 1 ; figure 6B). Apres 
les resultats de Townsend et al. (Townsend, A., Ohlen, 
C, Bastin, J., Ljunggren, H.-G., Foster, L. et Karre, 
K., Wature, 1989. 340:443) avec la lignee cellulaire 
mutante RMA-S, on a etudie 1 ' addition de grandes 
quantites de peptide immunogenique (influenza NPR) qui 
s'est avere sans effet (figures 6A et 6B ) . Dans la plus 
grande partie du travail ci-apres, SC-K d -15 a ete choisi 
arbitrairement comme le prototype de la molecule SC-K d . 

Dans des etudes separees utilisant des vecteurs 
baculovirus, on a verifies que 34-1-2 reagit de facon tres 
mediocre avec la chaine lourde K d , exprimee 'dans des 
cellules d'insectes en 1 ' absence de 62-microglobuline 
murine (environ 20 a 50 fois moins que K d associe a la 
B2-micro-globuline) . La reactivite avec 34-1-2 constitue 
done une forte indication de ce que la chaine lourde K d 
est associee correctement a la B2-micro-globuline . Afin 
de tester d • autres parties de la molecule de K d on a 
utilise d' autres AcM K -specif iques, 97-G et 20-8-4 
(Ozato, L., Mayer, N. et Sachs, D.H., Transplantatioxi, 
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1982. 34:113 et Rebai, N. , Mercier, P., Kristensen, T., 
Devaux, C, Malissen, B. , Mawas, C. et Pierres, M. , 
immunogenetics , 1983. 17:57) et on a obtenu des resultats 
identiques. A titre d'exemple, on a represents a la 
figure 6B les bandes de SC-K d -2 et SC-K d -15 precipites 
par 1'AcM 20-8-4. La specificate exacte de 97-G n'est pas 
connue, mais il s'est avere que 1' epitope reconnu par 20- 
8-4 coinprend les residus 82 et 89 appartenant au premier 
domaine de K d (Abastado, J. -P., Jaulin, C, Schutze, M.- 
P., Langlade-Demoyen, P., Plata, F. , Ozato, K. et 
Kourilsky, P., J. Exp. Med., 1987. 166:327). Ainsi, cet 
epitope est replie correctement dans SC-K d -2 et SC-K d - 
15 ; ainsi que dans d 1 autres molecules SC-K d . 

Le stade de glycosylation de SC-K d -15 
intracellulaire est teste par traitement avec Endo H. La 
molecule se revele completement sensible a End H 
(figure 6C) et, apres traitement, sa masse moleculaire 
apparente est d ' environ 45 kDa, ce qui correspond a la 
masse moleculaire attendue pour SC-K d -15 non glycosyle, 
sans son peptide signal (390 acides amines). Ces 
resultats suggerent que la plupart des molecules SC-K d -15 
se trouvent dans le reticulum endoplasmique sous la forme 
mannose superieur. 

Pour les trois AcM, la bande de SC-K d -2 precipite 
est toujours 5-10 fois moins intense que celle obtenue 
avec les molecules de SC-K d comprenant des espaceurs plus 
longs. Toutefois, l'espaceur Gly-Gly n'est pas 
susceptible de permettre une association correcte de la 
82-microglobuline avec la chaine lourde. Une bande de 
12 kDa, probablement la 62-microglobuline de singe, est 
co-precipitee en des quantites relativement plus elevees 
avec SC-K -2 qu ' avec d ' autres SC-K d (figure 6D). Cela 
suggere que la 62-microglobuline de singe pourrait mieux 
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s 1 associer a SC-K -2 qu ! a d 1 autres SC-K ou l'espaceur 
plus long permet le reploiement correct de la 
82-microglobuline murine sur la chaine lourde K d , ce qui 
pourrait expliquer la detection de certaines molecules de 
5 SC-K d -2. De toute fagon, la 62-microglobuline de singe ne 
joue pas un role obligatoire dans le reploiement de SC- 
K d -15, etant donne qu'il est possible de produire du SC- 
K d -15 immunoprecipitable dans des cellules d'insectes 
infectees par un baculovirus recombinant. 

10 Purification et liaison peptidique. La reactivite de 

d 

molecules de SC-K vis-a-vis de trois AcM distincts 
fournit 1 ! evidence de leur caractere de type naif, 
Neanmoins, la purification de ces molecules est 
necessaire, afin de verifier leur aptitude a se replier 
15 apres des traitements qui separent la chaine lourde de 
S2-m, et enfin, pour voir si elles sont capables de se 
lier a des peptides, 

Une matrice en phase solide, constitute par du 34-1- 
2 couple a des billes de proteine A, est utilisee pour 

20 purifier des SC-K -15 marques par S a partir de lysats 
de cellules COS-1 transfectees de maniere transitoire. Le 
traitement avec du thiocyanate de sodium 3M elue la 
proteine avec un rendement raisonnable (environ 70 %) 
comme le confirme une seconde immunoprecipitation avec 

25 34-1-2. Apres electrophoreses le materiel purifie se 
presente comme une simple bande de 52 kDa. Cela confirme 
que la reactivite avec 34-1-2 peut etre recuperee en 
1 ' absence de 62-microglobuline singe detectable. Ce 

traitement de dilution devrait normalement dissocier la 

30 chaine lourde de la 62-microglobuline (Elliott, T. et 
Eisen, H.N., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 1990. 87:5213). 
De 1 ' uree 6M est egalement utilisee avec des resultats 
similaires (non repr6sente). 
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Des molecules K isolees a partir de la rate de 
souris BALB/c sont ensuite purifiees et iodees. Elles 
sont purifiees par chromatographic d 1 af finite sur une 
colonne d'AcM 20-8-4 et on compare la liaison de peptides 
a cette demiere et a SC-K d -15 marque par 35 s dans le 
test de Bouillot et al. (Bouillot, M., Choppin, F. , Papo, 
T. , Goraard, E., Fournie-Zaluski , M.-C. et Levey, J. -p. 
Nature 1989. 339:473 et Choppin, J., Martinon, F. ' 
Gomard, E., Bahraoui, E. , Connan, F. , Bouillot, F. et 
Levy, J. -P., J. Exp. Med., 1990. 172:889). 

Deux peptides parmi les proteines virales de VIH 
(env 312-327 et vpr 68-80), connus pour se lier fortement 
a plusieurs molecules de CMH (Choppin, J., Martinon, F., 
Gomard, E., Bahraoui, E. , Connan, F . , Bouillot, F. et 
Levy, J. -P., j. Exp. Med., 1990. 172:889), se lient dans 
une mesure significative a SC-K d -15 aussi bien qu ' au 
temoin positif HLA-DR3 ou DR213 (tableau 10 ; resultats 
presentes en double). Dans une experience separee, on 
compare la liaison de SC-K d -15 a celle du K d classique 
(tableau 10). Comme ci-dessus, le peptide env 312-327 se 
lie aux deux molecules, mais trois peptides connus pour 
etre immunogeniques ( HLA-A24 170-182, HLA-Cw3 170-182 et 
influenza NPR-147-158 ; (Maryanski, J.L., Pala, p., 
Cerottini, J.-c. et Corradin, G. , J. Exp. Med., 1988. 
167:1391 et Bodmer, H.C., Pemberton, R.M. , Rothbard, 
J.B., Askonas, B.A., Cell, 1989. 52:253), ne presentent 
pas de liaison detectable, ni a SC-K d ni aux molecules de 
K . Dans une experience de competition ou le peptide env 
312-327 est lie a une matiere plastique, on voit que le 
peptide vpr 68-80 est un competiteur efficace, tandis que 
le peptide Cw3 170-182 (qui ne se lie pas dans l'essai 
direct) ne l'est pas. En resume, SC-K d -l5 se lie aux 
peptides de VIH env 312-327 et vpr 68-80 dans une 
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proportion significative, bien que de maniere quelque peu 
moins efficace que K d classique (mais les conditions 
optimales peuvent etre differentes pour K d et pour SC-K d - 
15 et on n'a pas fait d' efforts pour optimiser la liaison 
5 a SC-K d -15 a ce stade ) . 

II n r y a pas de liaison detectable de trois peptides 
immunogeniques ni a SC-K -15, ni a K . II est possible 
que ces peptides se lient de fagon bien moins efficace 
que les deux peptides de VIH decrits plus haut, et que le 
10 test, tel que realise, n'est pas suf f isamment sensible 
pour detecter la liaison. Des observations similaires ont 
deja ete faites (Choppin, J- , Martinon, F., Gomard, E., 
Bahraoui, E., Connan, F. , Bouillot, F. et Levy, J. -P., J. 
Exp. Med., 1990. 172:889). 

15 En conclusion, n ' ignorant pas les difficultes 

associees a 1 1 interpretation de telles experiences de 
liaison peptidique, cet exemple demontre que le 
comportement de SC-K -15 est qualitativement similaire a 
celui du K classique. SC-K -15 est capable de se lier a 

20 des peptides de maniere similaire a celle de K d . 

En conclusion, cet exemple demontre que 1 ' ingenierie 
d 

de molecules K monocatenaires qui presentent les 
proprietes attendues en ce qui concerne (a) la reactivite 
avec trois AcM, dont l'un repere 1 f association correcte 

25 avec la 62-microglobuline et un autre, un epitope 
appartenant au premier domaine, (b) un reploiement 
efficace par traitement avec du thiocyanate de sodium 3M 
ou de 1 ' uree 6M, et (c) liaison de certains peptides. Au- 
dessus de 10 residus environ, la longueur de l'espaceur 

30 entre la chaine lourde de K d et la B2-microglobuline 
murine ne semble pas decisive. Toutes les experiences 
decrites ont ete realisees avec des quantites 
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infinitesimales de molecules SC-K d marquees de fagon 
metabolitique. La production en grandes quantises devrait 
conduire a un materiel utilisable pour des etudes sur la 
liaison de peptides et de TcR. 
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Tableau 10 Liaison de peptides a des molecules CMH purifiees 1 



(A) 

Quantite mlse en oeuvre 
(cpm) 



SC-K d marque 
par 35 S 



10,000 



HLA-DR3/DRwl3 marque 
par 125 I 



200000/200000 



nef 66-80 

(30 ug/mi; pH 9.6) 



475 
397 



2325/1388 
1822/1290 



env 312-327 

(30 ug/ml; pH 9.6) 



750 
712 



6782/19957 
3778/22637 



vpr 68-80 

(10 ug/ml; pH 5) 



710 
621 



18582/21838 
18245/20593 



Experiences realisees en double. 
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SC - K d marque par 35 S 



PCT/FR97/00892 
H-2K marque par 125 I 



(B) 

Quantite mise en oeuvre 

(cpm) 6000 100000 

Pas de peptide applique 228 1471 
en revetement 223 1595 

A24 170-182 284 1060 

(10 yg/ml; pH 9.6) 229 1302 

Cw3 170-182 169 1340 

(10 pg/ml; pH 9.6) 117 1384 

NPR 147-158 214 1257 

(10 pg/ml; pH 9.6) 171 1259 

env 312-327 390 13772 

(5 pg/ml; pH 9.6) 377 13764 

env 312-327 42 359 

+vpr 68-80 41 409 

env 312-327 367 15378 

+ Cw3 170-182 375 15835 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Sc-K en tant que molecule pre sent at rice d' antigene* 
Comme ce sera discute ci-apres de maniere plus 
approfondie, les experiences realisees dans le 
laboratoire des inventeurs ont montre qu 1 une molecule H- 
5 2K soluble , monocatenaire, recombinante, du CMH de 
classe I, est capable d ' agir en tant que molecule 
presentatrice d'antigene, stimulant ainsi un hybridome 
restreint par H-2K restreint pour l'antigene. Ces 
resultats seront discutes ci-apres, apres un resume des 
10 materiels et methodes utilises dans les experiences. 

On a construit une molecule H-2K d soluble, 

monocatenaire du CMH de classe I (SC-2K d ) en reliant la 

terminaison C de 1 ' ectodomaine de la molecule native H- 
d 

2K a la terminaison N de la 62-microglobuline murine par 
15 1 f intermediaire d'un espaceur ayant une longueur de 
15 acides amines [Mottez, 1991] . Contrairement aux 
molecules natives du CMH, purifiees a partir de cellules, 
cette molecule chimerique est soluble en 1 1 absence de 
detergent et elle est homogene par rapport a la 
20 B2-microglobuline d'origine murine. Elle est produite en 
grandes quantites en utilisant des cellules d 1 insectes 
infectees par baculovirus, des levures ou des cellules 
ovariennes d f hamster chinois et elle se lie a des 
peptides synthetiques avec la meme specificite que H-2K d 
25 natif, associe a la surface cellulaire [Godeau, 1992 ; 
Ojcius, 1993 ; Abastado, 1993]. 

Nous demontrons que cette molecule H-2K d 

recombinante monocatenaire est capable d 1 activer 

specif iquement un hybridome de lymphocyte T et un 

30 basophile de rat transfecte par son TCR apparente. De 

d 

plus, on a montre que si SC-K monovalent se lie a la 
cellule d T hybridome T, la dimerisation de SC-K d est 
necessaire pour transmettre le signal d 1 activation. 
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Ainsi, les determinants modifies du CMH ou les complexes 
CMH/peptide selon 1 ■ invention peuvent etre utilises sous 
forme dimerisee. Des methodes de dimerisation seront 
decrites plus loin et sont evidentes pour 1 ' homme du 
metier. 

L f hybridome de lymphocyte T 9,4 est obtenu par 
fusion entre les 58 hybridomes de lymphocyte a-B-T 
[Letourneur, 1989] et le clone de CTL CW3/1.1 [Maryanski, 
1986] specif ique du peptide Cw3 presente par H-2K d . Les 
peptides Cw3, NP et PbCS ont ete decrits anterieurement 
[ Maryanski , 1991], 

Les anticorps monoclonaux SF1-1.1.1 (ATCC HB159), 
20-8-4 [Abastado, 1987], F23 . 1 , H57 ont ete decrits 
anterieurement et sont specifiques de H-2K d , H-2K d , les 
domaines VB8* et CB du TcR, respectivement. Des fragments 
Fab et F(ab T )2 sont prepares comme decrit par Harlow, 
1988. La lignee cellulaire basophile RBL-2H3 est 
transfectee comme decrit par Engel et al., 1992. La 
secretion d'IL2 dans le surnageant est mesuree par sa 
capacite a soutenir la proliferation de la lignee 
cellulaire CTLL dependante d f lL-2. La proliferation des 
CTLL est mesuree par incorporation de 3 H- thymidine. 

d 

SC-K monocatenaire aglt comme une molecule 
presentatrlce d' antlgene. Pour tester 1' aptitude de la 
molecule SC-K d recombinante a agir comme une molecule 
presentatrice d'antigene, on charge SC-K d purifie avec un 
peptide derive de HLA-Cw3 (appele ci-apres Cw3 ) , on 
1' Stale sur une plaque de microtitrage et on teste son 
aptitude a stimuler un hybridome restreint par H-2K d 
specif ique du peptide Cw3 . On observe une stimulation 
specif ique detectee par la secretion d T IL2 dans le milieu 
de culture. Cette activation est specif ique du peptide, 
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etant donne que SC-K d charge avec un peptide non 
apparente ( PbCS ) ne presente pas d'activite. 

Pour agir comme une molecule presentatrice 
d'antigene, SC-K d doit etre au moins dimere. De 
nombreuses etudes An vitro, utilisant des anticorps anti- 
TcR en tant que stimulateurs de lymphocytes T, indiquent 
qu'une liaison croisee du TcR est necessaire pour 
1 'activation des lymphocytes T [Kolanus, 1993 #690]. 
Toutefois, il n'est pas clairement elucide si et comment 
1 ' agregation des TcR se produit dans des conditions plus 
physiologiques, en particulier quand les TcR 
reconnaissent les complexes CMH/peptide. Le fait que des 
milliers de peptides differents soient presentes par le 
meme APC [Engelhard, 1994] semble exclure la formation de 
plages etendues et stables de TcR reticules. D'autres 
modeles ont ete proposes ou le contact entre les TcR et 
les complexes CMH/peptide provoque une transformation 
conformationnelle chez les TcR, qui a leur tour 
transmettent le signal a 1 1 interieur de la cellule 
(discute chez Karjalainen, 1994). Dans les experiences 
precedentes, on a etale sur des plaques du SC-K d 
recombinant, imitant ainsi la surface cellulaire 
presentatrice d 1 antigene . 

La disponibilite de molecules monomeres solubles du 
CMH permet de tester les conditions de multivalence 
necessaires pour que la molecule du CMH puisse activer 
les hybridomes de lymphocytes T . On transforme SC-K d 
monovalent monocatenaire, charge avec le peptide Cw3, en 
dimere par incubation avec un anticorps monoclonal 
specif ique de H-2K d (SF1-1.1.1), reconnaissant un epitope 
dans le domaine a3 . On ajoute ensuite cette preparation 
aux lymphocytes T et on mesure 1 ' activation par la 
secretion d f IL2. Les SC-K d dimeres sont capables de 
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stimuler les hybridomes de lymphocytes T 9.4 de maniere 
dependante de la dose. Cet effet est specif ique du 
peptide, etant donne que des dimeres formes a partir de 
molecules de SC-K d chargees avec des peptides non 
apparentes ( PbCS ou T9V) ne stimulent pas les 
lymphocytes T . 



Lorsqu'on omet l'anticorps specif ique de 



K 



d 



lorsqu'on le remplace par l'anticorps 20-8-4S 
reconnaissant un epitope dans le domaine ai-<x 2 de Kd 
[Abastado, 1987 #519] ou lorsqu'on utilise un anticorps 
non apparente du meme isotype (F23.1), on n ' observe pas 
de stimulation. De plus, lorsqu'on utilise un exces de 
l'anticorps anti-ai-a 2 (20-8-4S) en plus de l'anticorps 
anti-(X3 (SFl-l.l.l), la stimulation des lymphocytes T est 
perdue, un exces de l'anticorps non apparente n'ayant pas 
d* effet. 

Afin de prouver encore que la dimerisation est 
necessaire pour 1' activation des hybridomes de 
lymphocytes T dans ce cas, on incube des complexes 
SC-K /Cw3 avec des fragments Fab ou F(ab')2, prepares a 
partir de 1'AcM SFl-l.l.l, avant 1 ' addition aux cellules 
hybridomes 9.4. Alors que les fragments Fab n'ont pas 
d' effet, les fragments F(ab*)2 sont aussi efficaces que 
1 ' immunoglobuline native pour stimuler l'hybridome de 
lymphocyte T. 

Dans ce cas, la dimerisation des molecules CMH est 
necessaire pour la transmission de signal, et non pour la 
liaison. Deux etudes indiquent que l'af finite de TcR pour 
son complexe CMH/peptide apparente est tres faible, 
KD=10~ a 10~ 5 M [Weber, 1992 ; Matsui, 1991]. Etant 
donne que la concentration utilisee dans le test est 
d' environ 10" 7 , on pourrait objecter que l'anticorps 
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arrti-K est necessaire pour stimuler l'hybridome de 
lymphocyte T, parce que la dimerisation augmente 
1 ' avidite apparente du complexe pour le TcR. 

Pour etayer cette interpretation, on a elabore 
Inexperience suivante. On profite du taux de dissociation 
lente de 1'AcM SF1- 1.1.1. Par consequent, une fois que 
les complexes K d -peptide se sont lies a cet AcM, ils se 
dissocient tres lentement. Des molecules SC-K d sont 
chargees soit avec le peptide Cw3, soit avec le peptide 
PcCS non apparente (non stimulateur ) . Tout en maintenant 
la concentration de SC-K /Cw3 constante, on ajoute des 
concentrations croissantes de SC-K d /PbCS et d ' AcM SF1- 
1.1.1 aux cellules d ' hybridome 9,4, Dans un cas, on 
melange d ' abord les complexes SC-K /peptide avec 1'AcM 
SF1 -1.1.1 et ensuite, on les ajoute a celles d f hybridome 
T. Dans 1 1 autre cas, on les incube d 1 abord avec les 
hybridomes de lymphocytes T et ensuite, on ajoute 1 1 AcM 
SF1-1.1.1. Dans le premier cas, 1 ' augmentation de la 
concentration de SC-Kd/PbCS conduit a une perte 
progressive de 1 1 activation des lymphocytes T. La perte 
de 1 r activation des lymphocytes T resulte probablement 
d'une diminution du nombre d ' homodimeres de SC-K d /Cw3 . 
Apres 3 heures, on elimine SC-Kd non lie par lavage 
precautionneux, mais approfondi. On ajoute ensuite 
1 1 anticorps SF1- 1.1.1 et on mesure la reponse des 
lymphocytes T apres une incubation supplementaire de 
16 heures. Comme represents a la figure 5, meme lorsque 
1 ? anticorps K d -specif ique est ajoute apres elimination de 
SC-K d non lie, les cellules repondent par secretion d'IL2 
dans le milieu de culture. Cela indique que la 
dimerisation de SC-K d est necessaire pour 1 1 action des 
lymphocytes T, et non pour la liaison de TcR. 
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Des molecules monocatenaires SC-K d activent des 
cellules RBL basophiles de rat, transfectees avec des 
fusions TcR-C. Etant donne que l f af finite des TcR pour 
les CMH est assez faible, il a ete suggere que des 
molecules accessoires sont necessaires pour stabiliser 
1 ' interaction. Eventuellement , de telles molecules 
pourraient aider les lymphocytes T a rechercher des 
cellules presentatrices d'antigene de type approprie, a 
etablir le conjugue de cellule primaire et ensuite, le 
complexe CMH/peptide pourrait transmettre le signal 
d 1 activation par 1 f intermediate du TcR. Tout un reseau 
de molecules exprimees a la surface a la fois des APC et 
des lymphocytes T est ainsi implique. 

Le fait d'utiliser des molecules du CMH purifiees a 
permis aux inventeurs de demontrer que les dimeres SC-K d 
charges avec un peptide specifique entrent en interaction 
avec les TcR en 1 T absence de molecules accessoires ou co- 
recepteurs. Bien que l f on utilise des molecules CMH 
solubles purifiees, il n'est pas possible de demontrer 
completement 1 ■ implication de molecules accessoires dans 
1 ? activation de 1 1 hybridome de lymphocytes T 9.4. En 
particulier, des molecules CD8 peuvent se lier a la 
molecule monocatenaire soluble et augmenter 1 1 avidite 
apparente du complexe de CMH pour 1 1 hybridome de 
lymphocytes T. Engel (1992) a developpe recemment un 
systeme cellulaire dans lequel 1 f interaction de 
CMH/peptide avec TCR peut etre mesuree en 1 1 absence de 
molecules accessoires . 

Les ectodomaines (V+C) des chaines a et B des TcR 
exprimes par le clone de CTL CW3.1/1 sont fusionnes par 
PCR a la transmembrane et aux domaines cytoplasmiques de 
la chaine Q de CD3 . Les constructions obtenues sont 
transfectees dans la lignee cellulaire basophile de rat 
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RBL-2H3 et les transf ectants sont analyses par cytometric 
de flux a 1 • aide d'anticorps H57 arvti-Vl3 b 10 • Comme 
represente a la figure 6, on detecte des niveaux eleves 
d' expression a la surface cellulaire. 

Ce transfectant est utilise pour tester la capacite 
de SC-K monocatenaire soluble a presenter le peptide Cw3 
et a induire 1 ' activation cellulaire telle que mesuree 
par exocytose de serotonine. Conune represente a la 
figure 7, alors que SC-K d seul charge avec Cw3 ne produit 
pas d'effet, SC-K d charge avec Cw3 et complexe avec 
l'anticorps SF1-1.1.1 anti-a 3 anti-Kd active 
specif iquement les transf ectants RBL-2H3. Cette 
activation est peptide-specif ique puisque SC-K d charge 
avec un peptide non apparente ne produit pas d'effet. 
Etant donne que la lignee cellulaire RBL-2H3 basophile de 
rat n'exprime pas CD4 ou CD8, ce resultat demontre que la 
reticulation provoquee par SC-K d de la molecule chimere 
TCR-C est suffisante pour 1" activation cellulaire. 

La molecule K monocatenaire decrite ici est 
completement f onctionnelle et peut activer une molecule 
presentatrice d'antigene pour stimuler des hybridomes de 
lymphocytes T. Ces resultats mettent en evidence 
1' importance de 1 ' agregation des TcR provoquee par 
l'anticorps anti-CMH. Toutefois, le basophile RBL-2H3 et 
l'hybridome de lymphocytes T 9.4 expriment le recepteur 
de Fcg et on pourrait objecter que 1 ' activation se 
produit par 1 ' intermediaire de ce recepteur, et pas 
seulement par 1 ' intermediaire des TcR. Cette hypothese 
peut etre exclue dans la mesure ou les experiences 
initiales ont ete realisees sur des molecules SC-K d 
etalees sur des plaques, en 1 ' absence de tout anticorps 
anti-CMH. De plus, lorsqu'on utilise des concentrations 
elevees de SC-K d charge avec Cw3, on observe une 
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aggregation spontanee. Ces preparations agregees de SC-K d 
pourraient stimuler les hybridomes de lymphocytes T en 
1' absence d ' anticorps anti-CMH (donnees non 

representees ) - 

Dlmerisation, polymerisation on agregation de SC-K d 
ou en general. SC-K d est dimerise en utilisant le 
protocole suivant. On incube SC-K d purifie (0,5 mg/ml ) 
pendant 2 heures a 4'C avec Ab. La dlmerisation peut etre 
necessaire pour 1 ' activation de cellules RBL transferees 
par TCR. Abastado et al . , J. Exp. Med. vol. 182, p. 439, 
aout 1995, montrent que cette condition peut egalement 
s'appliquer a des hybridomes de lymphocytes T. Par 
consequent, il est possible egalement que la dlmerisation 
soit une pratique de routine pour realiser la stimulation 
in vivo des lymphocytes T. Cependant, d « autres moyens ou 
formes d ' agregation peuvent etre tentes egalement. Les 
memes procedures de dlmerisation ou d » agregation, ou des 
procedures similaires, peuvent etre suivies afin de 
transformer les dimeres en agregats superieurs de 
determinants modifies du CMH ou de molecules du CMH 
decrits dans la presente invention. Pour la dlmerisation, 
on incube des determinants dimerises du CMH pendant 
environ une heure a environ la temperature ambiante avec 
une quantite egale d ' anticorps de dlmerisation, mais a 
une concentratin d' environ 100 pg/ml ou superieure. 

Preparation de Kd et Ld solubles. Un mode de 
realisation d'un determinant modifie du CMH, qui peut 
etre utilise dans la presente invention, est la sequence 
SC-Kd de la demande US en cours d • examen n* de serie 
07/801 818, deposee le 5 decembre 1991 (decrite ci- 
dessus). La sequence SC-Kd est clonee dans un vecteur 
d' expression amplifiable pFRSV et transfectee dans des 
cellules ovariennes d • hamster chinois (CHO). On 
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selectionne des clones resistant a du methotrexate a 
0,5 pm et on les soumet a des augmentations par paliers 
de la concentration de methotrexate de 1 a 500 \im. On 
mesure par ELISA le Kd secrete dans le surnageant de 
5 culture, sur des plaques de microti trage revetues avec 
SF1-1.1.1 et on revele les plaques avec 20-8-US biotinyle 
et de la streptavidine marquee a la peroxydase de 
raifort. (Sigma Chemical Co,, St, Louis, MO). On cultive 
des clones transf ectants forts producteurs dans un flacon 

10 rouleur dans un milieu a-MEM complements avec 2 % SFV. On 
purifie les molecules SC-Kd par chromatographie 
d'af finite sur proteine A-Sepharose couple a 1'AcM SF1- 
1.1.1. Avant utilisation, on soumet les preparations SC- 
Kd a une ultracentrif ugation pendant 1 heure a 200 000 g 

15 pour eliminer tout agregat. 

On charge les molecules SC-Kd avec le peptide 
antigenique et on le dimerise a 1 1 aide de l ? AcM SF1- 
1.1.1. On opere de maniere a obtenir un rapport de un 
pour un, Dans certaines experiences, les dimeres sont 
20 purifies par filtration sur gel haute performance 
Superose GHR (Pharmacia LKB Biotechnology, Inc. ) avec un 
debit de 0,135 ml par minute de PBS. 

On purifie du Ld soluble par chromatographie 
d'af finite a l'aide de 1'AcM 30-5-7 a partir du 
25 surnageant de culture de cellules de Drosophila 
melangaster transf ectees . Immediatement apres la 
purification, on charge des molecules SC-Kd ou Ld avec 
les peptides indiques dans un rapport molaire de 1 pour 
1. 

30 Couplage de complexes CMH/peptide a des supports 

solldes. On couple le complexe CMH/peptide ainsi obtenu a 
un support solide approprie. On peut utiliser des 
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supports -tels que des flacons de culture en matiere 
plastique ou des billes de latex. On peut egalement 
utiliser divers autres supports connus dans la technique, 
tels que des matrices de gel, des billes de verre, des 
billes revetues de liposomes. Dans un mode de realisation 
prefere, on utilise des billes magnet iques (Dynabeads 
M450 tosylactives ) ( Dynal A.S. Oslo, Norvege). Le 
couplage a des billes magnetiques et a des plaques de 
microtitrage est decrit ici dans les deux cas, a titre 
d ' exemple. 

On couple d'abord a 1'AcM SFl-l.1.1 ou 30-5-7 des 
Dynabeads M450 tosylactives, en suivant les instructions 
du fabricant. II est important de noter que les billes 
peuvent etre activees de maniere efficace par d ' autres 
moyens. La limitation importante est que 1 ' orientation du 
complexe CMH/peptide doit faciliter la liaison aux 
lymphocytes T. Les anticorps sont lies au support avant 
la fixation du complexe CMH/peptide afin d • augmenter la 
densite des complexes CMH/peptide sur les billes et 
favoriser 1 * orientation du complexe. Bien que l'on ait 
utilise des anticorps, leur utilisation est indiquee a 
titre purement illustratif. D * autres partenaires de 
liaisons specifiques, qui preservent l'efficacite de la 
liaison et 1 • orientation, sont egalement applicables. 

En bref, on incube 150 ug d' anticorps purifie avec 
15 mg (2xl0 8 ) de billes dans 1 ml d'une solution de 
borate 0,25 M, pH 9,5, pendant 24 heures a 22 'C. Les 
billes sont lavees soigneusement dans du PBS contenant 
0,1 % de BSA pour eliminer 1 ' anticorps en exces et 
saturer les sites libres avec BSA. On incube les billes 
pendant 0,5 heure a 4'C avec 150 ug de complexes 
CMH/peptide et on les relave dans le meme tampon 
(generalement, on utilise un exces 100 fois superieur du 
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complexe pour saturer tous les sites de fixation des 
anticorps ) . Afin de determiner l'efficacite du couplage, 
les billes magnetiques couplees au SF1 -1.1.1 sont 
incubees avec un exces de molecules SC-Kd chargees avec 

un peptide de type PbCS marque avec 125 I, avec une 

12 

activite specif ique de 2x10 Bq/mmole (16). Apres lavage 
soigne, on mesure la radioactivite associee aux billes et 
on l r utilise pour calculer la quantite de SC-Kd couple. 

On purifie les AcM SF1-1.1.1 anti-Kd (HB159 ; 
American Type Culture Collection, Rockville, MD ) et les 
AcM 30-5-7 anti-Ld (17) sur proteine A-Sepharose a partir 
du surnageant de culture ou de fluide ascitique, 
respectivement . Des anticorps anti-V610 conjugues a PE et 
anti-CD8 conjugues a FITC sont fournis par Pharmingen 
(San Diego, CA ) . Le AcM SF1-1.1.1 est specif ique pour le 
domaine a3 de Kd. 

Les lignees de cellules tumorales P815 ( T1B64 ; 
American Type Culture Collection, Rockville, MD), P815- 
Cw3 (18), P198 (19), et la lignee de cellules hybridomes 
9.4 T (20) ont ete deja decrites ailleurs. Les cellules 
9.4 a croissance exponentielle sont marquees pendant 
16 heures a 1 r aide de la [methyl-3H] -thymidine (Amersham- 
France, Les Ulis, France) a une activite specif ique de 
2xl0 3 Bq par cellule. 

Source de lymphocytes T. On connait dans la 
technique diverses methodes pour recueillir des 
lymphocytes T comprenant le lymphocyte T antigene- 
specifique et on peut les utiliser. Generalement , on 
preleve du tissu specif ique chez des animaux que 1 1 on 
salt posseder le lymphocyte T antigene-specif ique, au 
moyen d'une caracterisation prealable ou d 1 une 
introduction deliberee de 1 1 antigene ou du vecteur 
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associe a l'antigene, ou on effectue des biopsies. Deux 
exemples, concernant des PEL et TIL , seront decrits ci- 
apres . 

Des lymphocytes d'exsudat peritoneal (PEL) peuvent 

etre prepares par toute methode connue dans la technique. 

Par exemple, comme dans certains des modes operatoires 

specifiques decrits, on injecte par voie intraperitoneal 

7 **** 
a des souris 10 cellules tumorales P815. On effectue une 

seconde injection 8 jours plus tard. Dix jours apres la 

seconde injection, on recueille les cellules dans la 

cavite peritoneale et on les purifie sur un gradient de 

Percoll (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suede). 

Des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) peuvent 
etre prepares par des methodes connues dans la technique. 
Par exemple, comme dans certains des modes operatoires 
decrits, on injecte dans 1'epaule droite de souris, par 
voie sous-cutanee, 3xl0 6 P815 ou l,5xl0 7 P815-Cw3 ou 
3x10 P198, comme indique. Lorsque les tumeurs ont 
atteint 1 cm, on les preleve et on purifie les cellules 
sur un gradient de Percoll. Dans certains essais, les TIL 
sont amplifies pendant 10 jours dans du RPMI 1640 (Gibco 
BRL, Eragny, France) complements avec 10 % de FCS 
(Dutscher, Brumath, France), 10 U/ml de IL-2 et de IL-7 
( Immunogenex, Los Angeles, CA) en presence d'une quant ite 
10 fois en exces de splenocytes syngeniques irradies. 

Purification de lymphocytes T par adsorption sur des 
complexes CMH/ peptide. On ajoute a la suspension 
cellulaire des billes magnetiques couplees au complexe 
CMH/peptide indique et on incube le melange de preference 
a une temperature qui ne permet pas la phagocytose d T un 
complexe par un macrophage et qui ne necessite pas la 
regulation negative de l f expression des recepteurs de 
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lymphocytes T. Une temperature pouvant provoquer le 
moindre dommage aux cellules peut etre determinee par 
experimentation de routine- Les cellules sont separees 
par voie magnetique a 1 ' aide d'un concentrateur de 
particules magnetiques (Dynal) suivant les instructions 
du fabricant, elles sont lavees avec precaution deux fois 
avec du milieu de culture froid et incubees pendant 
1 heure pour dissocier les billes des lymphocytes T. La 
temperature recommandee est de 37 *C. Les reglages de 
temps et de temperature peuvent etre ajustes de fagon a 
obtenir des resultats optimaux par experimentation de 
routine. Une incubation pendant 3 heures a 4 # C s 1 est 
averee efficace dans certains cas. Le precede peut etre 
rendu optimal par rotation douce afin de maximaliser le 
contact entre le complexe CMH/peptide et les 
lymphocytes T . 

On peut utiliser diverses techniques pour dissocier 
les lymphocytes T du support. Ces techniques varient en 
fonction de la nature du support utilise dans le procede, 
mais generalement , elles comprennent des techniques 
telles que le T! panning ,! (procedure de triage de 
cellules permettant leur separation) et des techniques 
similaires connues. Lorsqu 1 on utilise des billes 
magnetiques ou des flacons ou plaques en matieres 
plastique, on peut employer le panning. 

Analyse du repertoire du TCRJ3. Le repertoire du TCR/3 
est analyse comme decrit ici . En bref, on prepare de 
1 1 ARN total par lyse dans du thiocyanate de guanidium et 
ultracentrif ugation sur un gradient de CsCl . On effectue 
la synthese d'ADNc simple brin en utilisant le kit de 
synthese d ? ADNc de Boehringer Mannheim. On incube 10 pg 
d'ARN total pendant 10 minutes a 70 *C avec du (dT)15 
(5 \iM) et chaque dNTP a 1 mM. Apres extraction au phenol- 
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chloroforme, on soumet l'ARN a une transcription inverse. 
On amplifie l'ADNc forme par PCR, a 1 ' aide des amorces 
specif iques VJ310 et Cfi. Un melange contenant KC1 50 mM, 
Tris-HCl 10 mM (pH 8,2), MgCl 2 1,5 mM, 0,01 % de 
gelatine, dNTP 200 pM, 0,01 % de Triton X-100, l'ADNc 
nouvellement synthetise (ou de l'eau dans les temoins 
negatifs), la Taq polymerase ( Promega ) (2 unites/100 pi ) 
et 0,25 pM d' amorce CS est reparti dans 23 tubes (47 pi 
par tube), contenant chacun 2,5 pi d'huile minerale. 
L ' amplification est effectuee dans un thermocycleur 
Perkin-Elmer ou LEP. L ' amplification commence par une 
etape de denaturation de 1 minute a 94 'C, suivie par 
40 cycles constitues par 70 secondes a 94 •C, 1 minute a 
60 *C et 4 minutes a 72 «C (pour reduire au minimum la 
recombinaison intra-PCR), et enfin, une etape de 
10 minutes a 72 'C. Les produits de la reaction 
d* amplification sont soumis a un allongement final (run 
off ou amplification par PCR) en utilisant soit un Cl3 
emboite, soit une amorce Jfll . 2 specif ique, marquee par un 
fluorophore. On fait passer les produits amplifies 
marques sur un gel de sequencage pour determiner la 
taille et l'intensite de fluorescence sur un sequenceur 
d'ADN 373A (Applied Biosystems ) . La quantification des 
amplifies est simplifiee par un logiciel cree a cet 
effet, en particulier le logiciel Immunoscope. (4). 

Adsorption specif Ique d'hybridomes de lymphocytes T 
sur leur complexe CMH-peptide apparente. Afin de 
determiner si les lymphocytes T peuvent etre purifies 
specif iquement par adsorption sur des complexes 
CMH/peptide, on utilise une molecule monocatenaire, 
recombinante, soluble du CMH de classe I, decrite 
precedemment (SC-Kd). SC-Kd purifie peut etre charge avec 
des peptides exogenes par incubation avec environ 5 pM de 
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peptide, les exemples comprenant Cw3 ou PbCS, pendant 
1 heure a 37 'C. Ces derniers peuvent etre dimerises a 
l'aide de 1'AcM SF1-1.1.1. Les dimeres peuvent etre 
purifies par filtration sur gel haute performance 
Superose 6 HR (Pharmacia LKB Biotechnology, inc.) avec un 
debit de 0,35 ml/min de PBS. De tels complexes SC- 
Kd/peptide sont reconnus specif iquement par les 
lymphocytes T apparentes (24). Le premier utilise est 
l'hybridome de lymphocytes T 9.4 (20), qui est restreint 
pas Kd et specif ique d ' un peptide derive de HLA-Cw3. 

Les billes magnetiques sont couplees par covalence a 
1'AcM Kd-specifique SF1-1.1.1 et elles sont incubees avec 
un exces de SC-Kd charge soit avec le peptide Cw3, soit 
avec le peptide PbCS non apparente. Dans des experiences 
paralleles utilisant des molecules SC-Kd chargees avec un 
peptide radioactif, on a determine que chaque bille est 
couplee a environ l,3xl0 5 molecules SC-Kd (non 
represents). Les billes chargees avec SC-Kd/Cw3 (3xl0 6 ) 
sont melangees avec 5,5xl0 5 cellules 9.4 marquees avec 
H. Apres trois lavages effectues avec precaution, on 
recueille les billes magnetiques et on recupere les 
cellules liees. On determine le nombre de cellules en 
mesurant la radioactivite associee aux billes. 

Comme le montre la figure 5, 62±2,8 % de 
lymphocytes T sont recuperes par adsorption sur les 
complexes SC-Kd/Cw3 specif iques. D ' un autre cote, on 
recupere 20 fois moins de cellules (3±0,3 %) avec les 
complexes SC-Kd/PbCS. Ce resultat indique que la liaison 
des lymphocytes T aux billes magnetiques est peptide- 
specifique et suggere que des populations de 
lymphocytes T complexes peuvent etre enrichies en 
lymphocytes T ayant une specif icite donnee. 
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D'une maniere generale, on recupere de 60 % a 80 % 
de cellules specif iques . On a calcule que plus de 10 5 
complexes Kd/peptide sont lies a chaque bille. Dans une 
etude anterieure (39), on a extrait le peptide Cw3 a 
partir des cellules P815-Cw3 et on en a recueilli quelque 
centaines par cellule. En considerant que le diarnetre 
d'une cellule P815 est trois fois celui d'une bille, la 
densite moyenne des complexes Kd/Cw3 par unite de surface 
est d'au moins 10 3 fois, et peut-etre itieme 10 5 fois plus 
elevee sur les billes que sur les cellules P815-Cw3. 
Toutefois, on pourrait objecter qu'une densite elevee de 
complexes Kd/Cw3 pourrait etre egalement obtenue a la 
surface cellulaire par redistribution d'antigene apres 
1 ' interaction avec le TCR. Dans tous les cas, les 
resultats montrent qu'en utilisant un support solide 
couple a une densite elevee de complexes CMH/peptide, on 
peut purifier les lymphocytes T selon leur specif icite. 

Purification de lymphocytes d'exsudat peritoneal 
peptide- sp4c if iques (PEL). Pour determiner si les 
lymphocytes T peptide-speciques peuvent etre purifes a 
partir de populations cellulaires complexes, on prepare 
des PEL de souris DBA/2 (H-2d) immunisees contre P815- 
Cw3, etant donne que J. Maryanski et ses collaborateurs 
ont montre que cette reponse immunitaire est caracterisee 
par une expansion excessive des lymphocytes T 
specif iques. Le mastocytome P815 d'origine DBA/2 n'est 
pas tres immunogene. Son immunogenicite peut etre 
amelioree par transfection avec divers antigenes, tels 
que l'antigene du CMH de classe I humain HLA-Cw3 donnant 
naissance a P815-Cw3, qui est plus immunogene et par 
consequent, generalement rejete (18). La reponse 
immunitaire a P815-Cw3 chez des souris DBA/2 est dirigee 
principalement contre le peptide Cw3 presente par H-2Kd . 
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De plus, lorsque ces auteurs ont analyse un panel de 23 
clones de lymphocytes T independants, specif iques de 
P815-Cw3, ils ont trouve que tous les clones 
reconnaissaient le peptide Cw3 presente par Kd et 
5 utilisaient le raeme segment VB (VBlO). De plus, il y 
avait un biais significatif (12/23) en faveur du segment 
jBl . 2 et toutes les regions CDR3 des chaines J3 analysees 
avaient la meme longueur (6 acides amines). Ces 
caracteristiques ont egalement ete observees lors de 

10 1 ' analyse directe de PBL, PEL ou TIL par cytometrie sans 
expansion in vitro (11). Lorsqu'on analyse par PCR le 
repertoire de TCRB de ces populations cellulaires, on 
detecte un pic caracteristique correspondant a une 
longueur de CDR3 de 6 residus, en utilisant une amorce 

15 VBlO-specif ique. De plus, chez toutes les souris soumises 
au test, une fraction variable, mais significative, de 
ces transcrits VBlO utilise le segment jBl.2 
(observations non publiees JPL et figure 7). Ces 
caracteristiques nous ont permis de detecter des 

20 lymphocytes T specif iques et de regler 1 1 enrichissement 
en lymphocytes T specifiques par adsorption de complexes 
CMH/peptide. 

Des PEL de souris DBA/2 immunisees avec P815-Cw3 
sont adsorbes sur des billes couplees a SC-Kd/Cw3, laves 

25 et analyses par cytometrie de flux. La 'figure 6 
represente 1 1 allure de 1' expression de VBlO par des PEL 
avant et apres adsorption sur des complexes SC-Kd/Cw3. 
Avant adsorption, on observe une distribution bimodale, 
tandis qu 1 apres adsorption, la population cellulaire est 

30 homogene exclusivement dans les cellules exprimant 
VS10. Les PEL sont egalement caracterises avant et apres 
adsorption en utilisant d ' autres marqueurs de la surface 
cellulaire. Le nombre et le pourcentage des differents 
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sous -ensembles cellulaires sont indiques dans le 
Tableau 1. Les lymphocytes T exprimant CD8+,VS10 
representent 20,4 % de la population initiale qui est 
essentiellement composee de cellules non-T (P815-Cw3 
residuels, macrophages et lymphocytes B ) . Toutefois, dans 
les PEL adsorbes, les lymphocytes T exprimant CD8+VS10 
representent 97 % de la totalite des cellules, ce qui 
correspond a un enrichissement d'un facteur de cinq. Le 
nombre absolu des cellules (Tableau 1) indique que la 
vaste majorite des lymphocytes T specifiques a Kd/Cw3 a 
ete recuperee. La population adsorbee represente 79,3 % 
des cellules exprimant CD8+V610 dans la population 
initiale des cellules. Etant donne que 1 1 on ne 
s'attendait pas a ce que toutes les cellules exprimant 
CD8+VB10 dans la population initiale soient specifiques 
vis-a-vis de Kd/Cw3, 79,3 % est une estimation minimale 
du rendement reel. Lorsque des PEL sont adsorbes sur SC- 
Kd charge avec un peptide non pertinent, on recupere 
moins de 0,02 % des cellules. 

Ainsi, cette analyse indique que les lymphocytes T 
exprimant CD8 et VB10 presents dans les PEL de souris 
DBA/2 immunisees sont purifies specif iquement par 
adsorption sur des complexes SC-Kd/Cw3. 

Afin de mieux comprendre le faible potent iel anti- 
tumoral des TIL, il a ete decide d' analyser et de 
purifier des TIL en fonction de leur specif icite. On a 
injecte par voie sous-cutanee a des souris une dose 
letale ( 10 ) de cellules tumorales P815-Cw3. Lorsqu'on 
utilise ce mode d' injection, les cellules P815-Cw3 
proliferent generalement , au moins temporairement , comme 
une tumeur solide largement infiltree de macrophages, de 
lymphocytes B et T. Apres 10 jours, on preleve les 
tumeurs, on les dissocie et on analyse les TIL. 
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Une fraction importante de 1 ' inf iltrat tumoral est 
constituee par des cellules P815-Cw3 ( non represente). 
Seul, un faible pourcentage des lymphocytes infiltrant 
les tumeurs P8l5-Cw3 solides sont specifiques de la 
tumeur. Parmi les lymphocytes T, moins de 5 % expriment a 
la fois CD8 et V610. Les longueurs de la region CDR3 des 
chaines TCR-b sont determinees par PCR, en utilisant des 
amorces specifiques soit a VB10 et C6, soit a VB10 et 
JB 1.2 (figure 7). A titre de temoin, on a analyse des 
splenocytes de souris naxves (figure 7, panneaux a et b). 
On observe des allures typiquement gaussiennes indiquant 
un repertoire polyclonal. Dans les TIL d ' animaux 
immunises (figure 7, panneaux c et d), 32 % des 
transcrits V610 presentent un CDR3 ayant la longueur de 
6 acides amines compatible avec la specificity Kd/Cw3. 
Cette expansion clonale peut etre egalement detectee 
lorsque 1 • amorce JB1 . 2 est utilisee dans 1 ' allongement 
final (figure 7d ) . 

Pris ensemble, le faible pourcentage des TIL 
exprimant a la fois CD 8 et VB10 et 1 • analyse du TCRB 
indiquent qu'une petite fraction des TIL (entre 1 et 2 % ) 
presente 1 ' empreinte de lymphocytes specifiques de Kd/Cw3 
( CD8 , VB10 et un CDR3 de 6 acides amines). 

Dbs TIL specifiques d'une tumeur peuvent Stre 
purifies par adsorption sur le complexe antigenique 
CMH/ peptide . Afin de purifier des TIL specifiques a P815- 
Cw3, on incube des suspensions de cellules individuelles 
obtenues a partir de tumeurs dissociees avec des billes 
magnetiques couplees a SC-Kd/Cw3. Des cellules 
selectionnees sont analysees a nouveau par cytometrie de 
flux et PCR, comme dans la section precedente. On d«§tecte 
tres peu de cellules tumorales par cytometrie. Les 
cellules exprimant a la fois VB10 et CD8 representent 
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89 % des cellules purifiees (non represents ) . On observe 
une seule longueur (6 residus ) pour la region de CDR3 de 
la chalne TCRB en utilisant des amorces specifiques de 
V BIO et C6 (figure 7e). Ce pic est egalement observe 
lorsque l'on utilise 1 ' amorce J61.2 pour 1 • allongement 
final (figure 7f). A titre de temoin, on fait adsorber 
une fraction des TIL non purifies sur SC-Kd/PbCS. Tres 
peu de cellules sont recuperees sur des billes couplees a 
ce complexe non pertinent. 

Pris ensemble, ces resultats indiquent que, si des 
lymphocytes T specifiques de Kd/Cw3 constituent une tres 
petite fraction des TIL, ils peuvent etre purifies de 
facon efficace et specifique sur un support solide, par 
exemple des billes magnetiques . La population purifiee 
est homogene et elle est composee exclusivement de 
lymphocytes T exprimant VB10 et CD8 avec un CDR3 de 6 
acides amines. 

Les TIL purifies sur SC-Kd/Cw3 presentent une 
activite cytotoxique in vitm accrue. Une des hypotheses 
avancees concernant les resultats modestes de 
1 ' immunotherapie adoptive anti-tumorale est que certains 
TIL specifiques d'une tumeur sont anergiques. Par 
consequent, on a decide de verifier directement leur 
activite cytotoxique in vitro avant et apres adsorption 
sur des complexes CMH/peptide specifiques. Les figures 8a 
et 8b montrent leur activite cytolytique testee sur des 
cellules cibles P815 et P815-Cw3 marquees au 51 Cr. La 
lyse des cellules cibles P815-Cw3 par des TIL non 
adsorbes n'est pas signif icativement plus elevee que 
celle des P815, comme pouvait le laisser prevoir la 
faible frequence des cellules exprimant VJ310 + CD8 . Au 
contraire, les TIL purifies par adsorption sur SC-Kd/Cw3 
lysent specif iquement P815-Cw3. La purification a non 
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seulement augmente 1 1 activite specif ique de CTL, mais 
elle a egalement diminue la lyse non specif ique de P815. 

Des TIL purifies et non purifies sont multiplies in 
vitro en utilisant IL-2, IL-7 et des splenocytes 
syngeniques irradies. D'autres methodes destinees a 
1' expansion de cultures de lymphocytes T sont connues 
dans la technique, Apres 10 jours d 1 expansion en culture, 
on teste £l nouveau 1 ? activity de CTL, Comme represents & 
la figure 8d, on observe une lyse plus importante de 
P815-Cw3 sans augmentation significative de la lyse non 
specif ique de P815. D'un autre cote, les TIL non purifies 
presentent une lyse non specif ique de P815 et de P815-Cw3 
(figure 4c). Ces resultats demontrent que les TIL 
purifies par adsorption sur des complexes CMH/peptide 
specifiques presentent une activite de CTL specifique qui 
augmente encore par culture in vitro . 

Des TIL purifies presentent une puissante activite 
ant i- tumor ale in vivo . 

On a continue a verifier 1' activite anti-tumorale 
des TIL purifies in vxvq. On a injecte a trois groupes 
composes chacun de cinq souris, par voie sous-cutanee, 
10 cellules P815-Cw3. Six jours apres injection, on 
administre a un groupe 10 TIL qui ont ete purifies par 
adsorption sur SC-Kd/Cw3 et amplifies in vitro comme 
deer it dans la section precedente. A un autre groupe, on 
administre le meme nombre de TIL, mais non purifies in 
vitro avant amplification, Le troisieme groupe ne regoit 
aucun TIL. On mesure chaque jour la croissance tumorale 
et le taux de survie des souris. 



La figure 9a montre que si 60 % des souris qui ont 
regu des TIL non purifies sont mortes dans les 27 jours, 
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toutes les souris qui ont regu des TIL purifies ont ete 
protegees. Toutes les souris qui n'ont regu aucun TIL 
sont mortes dans les 24 jours. Ces resultats confirment 
la specif icite des TIL purifies. lis indiquent egalement 
1' importance des populations purifiees, en developpement , 
des lymphocytes T, comme decrit ici, dans la fourniture 
d'une activite anti-tumorale in vivo renforcee. 

Comme mentionnee ci-dessus, 1 ' immunogenic! te de 
P815-Cw3 est augmentee par transfection de HLA-Cw3, 
resultant en un potentiel tumorigene reduit. De plus, la 
reponse immunitaire de souris DBA/2 a P815-Cw3 est 
quelque peu inhabituelle, du fait que les lymphocytes 
specifiques de Kd/Cw3 abritent tous un vB particulier et 
une longueur de CDR3b particuliere . L r eradication reussie 
de P8l5-Cw3 pourrait done resulter d * une af finite 
exceptionnelle des TCR anti-Cw3 pour leur ligand ou du 
faible potentiel tumorigene de cette tumeur. Afin de 
tester la generality de la presente approche, on a 
analyse deux differentes tumeurs en utilisant deux 
differents peptides et une autre molecule du CMH de 
classe I. 

La reponse immunitaire a P815 chez des souris DBA/2 
est dirigee contre au moins 4 peptides, dont un derive de 
la proteine P1A et est presentee par Ld (25, 26). La 
tumeur P198 est une variante de P815, dans laquelle une 
mutation en un seul point a genere un nouvel epitope 
appele P198 et presente par Kd (19). Les TIL ont ete 
purifies a partir de ces deux tumeurs par adsorption sur 
des complexes Ld P1A ou SC-Kd/P198, amplifies in vitrn et 
reinjectes a des souris DBA/2 auxquelles on avait 
administre precedemment une dose letale (3xl0 6 ) de 
cellules tumorales P815 ou P198, respectivement . 
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Le taux de survie des souris est presente a la 
figure 9, panneaux b et c. Mors que toutes les souris 
n'ayant pas regu d' injection raeurent dans les 24 jours, 
60 % (b) et 20 % (c) des souris ayant regu des TIL non 
purifies survivent . Lorsqu'on injecte des TIL purifies 
par adsorption sur le complexe CMH/peptide pertinent, 
100 % et 80 %, respectivement, des souris sont protegees. 
Ce resultat indique que les TIL specif iques d'une tumeur 
pourraient etre aussi bien purifies a partir d ' autres 
tumeurs, avec une activite anti-tumorale in vivo 
renf orcee, 

^ngenieyie, — preparation et utilisat ion dp. SC-A2 hnmaip 
monoc&tenaire 

Construction de plasmlde . On preleve a partir de 
pSC-A2 le fragment Hind Ill-Hind III codant pour SC-A2 , 
puis on le sous-clone au site de clonage de Hind III du 
plasmide p Rc/CMV ^ invitrogen ) . l ' orientation 

transcriptionnelle sous le controle du promoteur CMV a 
ete d'abord verifiee par cartographie de restriction, 
puis par sequengage nucleotidique . 

La construction SC-A2, qui comprend la sequence 
signal et les trois premiers domaines de I'ADNc chaine 

lourde de HLA-A2.1 fusionnes a la sequence codante de la 

b2-microglobuline humaine, par 1 ' intermediaire d 1 un 

linker ou charniere flexible de 15 acides amines, est 

presentee a la figure 10 avec la sequence nucleotidique 
correspondante . 

Transfectlon de cellules basophlles . On transfecte 

7 

10 cellules RBL-2H3 avec 10 mg d'ADN plasmidique 
pCMV.SC-A2 linearise par Pvu I, en utilisant un systeme 
d f electroporation (Eurogentec, Sart Tilman, Belgique) 
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regie a une impulsion simple, 250 V avec une resistance 
de shunt de 192 ohm et une capacite de 450 mF. Apres 
24 heures, on selectionne d • abord les cellules dans un 
milieu de culture complet contenant 1 mg/ml de G418 
(Gibco, Gaithersbourg, MD), puis on augmente lentement a 
4 mg/ml . 

Les peptides utilises dans cette etude (FIOV, I9v 
A9L, R8L, Ova, CW3=RYLKNGKETL et Y8I ) ont ete decrits 
anterieurement (15, 16) et ont ete fournis par Neosystem 
( Strasbourg , France ) . 

ACM. L'ACM W6.32 ant i -HLA- ABC et 1 ' AcM FMC 16 anti- 
S2-microglobuline humaine ont ete fournis par Valbiotech 
( France ) . 

Lignee cellulaire. La lignee cellulaire basophile de 
rat RBL-2H3 a ete decrite anterieurement et l'homme du 
metier sait se la procurer. 

Immunoprecipitation de SC-R2 a partir du surnageant 
de cellules basophiles de rat transfectees par pCMV.SC-A2 
CSBL). Cette lignee cellulaire RBL stable, transferee 
par SC-A2 (10 7 cellules), est lavee 2 fois et incubee 
dans 4 ml de milieu complet exempt de methionine, pendant 
30 minutes, puis additionnee de 378 mCi de methionine 35 S 
pendant 24 heures. A la fin du marquage, on separe les 
cellules et le milieu de culture par centrif ugation, on 
soumet le surnageant a une immunoprecipitation en 
utilisant 1'AcM W6.32 ou 1'AcM FMC 16 lie a des billes 
magnetiques (DYNAL), qui reagissent respectivement avec 
H LA-ABC et la 62-microglobuline humaine, on separe les 
molecules SC-A2 immunoprecipitees dans un concentrateur 
de particules magnetiques (Dynal), on les lave deux fois 
avec du PBS froid puis on les analyse par SDS-PAGE. 



WO 97/44667 



106 



PCT7FR97/00892 



Preparation de SC-A2 soluble. On purifie SC-A2 
soluble monocatenaire en une etape a partir du surnageant 
de cellules RBL transfectees par pCMV.SC-A2, en utilisant 
la colonne d ' immunoaf finite liee par covalence a 1 T AcM 
W6.32, comme decrit prealablement pour la purification de 
SC-Kd. 

Test de liaison peptidique. La liaison peptidique a 
SC-A2 est mesuree par competition a 1 1 aide de F10V ci 
marqueur radioactif, comme connu dans la technique. Ce 
peptide est marque, comme connu dans la technique, a une 
activite specif ique de 43 mCi/mmole, en utilisant une 
iodation catalysee par la chloramine T. On incube CS-A2 
(7 pg) pendant 2 heures a la temperature ambiante avec 
4,5 pM de F10V marque, en presence d'un exces 60 fois 
molaire du peptide competiteur. On elimine le peptide non 
lie par ultrafiltration en utilisant du Microcon 30 
(Amicon) et 7 lavages avec du PBS. Le marquage est mesure 
dans les peptides retenus a 1 1 aide d 1 un spectometre g 
( Uammamatic , Kontron ) . 

Cultures de lymphocytes. On isole les PBL sur un 
gradient Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Suede). On 
produit des CTL humains primaires dans une culture de 
10 jours, par melange avec des billes (revetues avec 
100 pg de complexe CMH/peptide, comme decrit). Ces 
cultures sont conduites en presence d f IL-7 et IL-2. Des 

CTL primaires murins sont generes dans une culture de 

6 7 
10 jours. 10 cellules spleniques sont melangees a 10 

billes revetues avec 100 pg de complexe CMH/peptide. 

L 1 activite cytolytique des cellules lymphoides est alors 

testee. 

Test de la cytotoxicity. On teste la cytotoxicity de 
suspensions de lymphocytes dans un test de liberation de 
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Cr standard, en 6 heures, connu dans la technique. Le 

pourcentage de lyse specifique de 10 4 cellules cibles 
51 

marquees au Cr dans 200 pi est determine pour divers 

rapports des lymphocytes aux cellules cibles. Les valeurs 

51 

de liberation spontanee de Cr varient entre 5 et 15 % 
de la totalite du marqueur incorpore. Voir egalement 
( 68 ) . 

Expression de SC-A2 dans des cellules basophiles de 

rat transfectees ( RBL ) . La lignee cellulaire RBL 

transfectees SC-A2 stable est marquee pour 36 heures avec 
35 

la methionine S. Apres immunoprecipitation a partir du 
surnageant a 1 ' aide de 1'AcM W6.32, qui reagit avec la 
B2-microglobuline humaine, et d 1 un AcM qui reagit avec 
H LA-ABC, les molecules SC-A2 sont detectables par SDS- 
PAGE, comme le montre la figure 11A. Pour que la 
composition soit enrichie en cette molecule, dans un mode 
operatoire de purification en une etape, on utilise une 
chromatographie d 1 immunoaf finite avec une colonne munie 
d'AcM W6.32 immobilises. L'eluat de la colonne d T af finite 
presente une bande principale qui peut etre coloree par 
le bleu de Coomassie, d'environ 48 kDa (figure 11B). Ce 
mode operatoire conduit regulierement a l'obtention 
d'environ 500 pg de SC-A2 par litre de surnageant de 
culture. 

La solubility de la molecule du CMH n'affecte pas la 
liaison des peptides pertinents. Apres la production et 
la purification de la molecule du CMH, on a examine si la 
molecule SC-A2 purifiee a conserve sa f onctionnalite . La 
liaison est effectuee au moyen d 1 un test par competition, 
represents a la figure 12. Trois peptides (F10V, 19V, 
A9L), dont on salt qu'ils se lient fortement a HLA-A2, 
inhibent la liaison de F10V marque par radioactivite a 
SC-A2, alors que des peptides connus pour se lier a H-2Kb 



WO 97/44667 PCT/FR97/00892 

108 



(R8L, Ova) ou a H-2Kd (Cw3, Y8I ) n'ont pas d ! action 
inhibitrice. Dans ce test, la liaison de F10V, marque par 
radioactivite, a la molecule de SC-A2, permet d 1 evaluer 
que dans cette preparation, il y a 1/7 de molecule 
5 « fonctionnelle. Du point de vue biochimique, ces molecules 
sont f onctionnelles et leur fonction d 1 importance 
physiologique peut etre alors verifiee. 

La Classe I soluble peut activer les lymphocytes T 
et favor Iser leur proliferation. Des billes revetues avec 

10 le complexe Sc-Kd/Cw sont introduites dans des cultures 
de lymphocytes T de souris DBA/2* Apres 2 jours de 
culture, on observe une forte proliferation, aussi forte 
que pour le temoin positif apres 4 jours. Une reponse 
proliferative tardive est associee a une production forte 

15 et prolongee d'!L2. 

Induction de CTL primaires specif iques chez la 
souris. Afin d 1 examiner si une densite elevee d 1 un seul 
complexe peut induire des CTL primaires, independamment 
de molecules co-stimulatrices, on tente de generer des 

20 CTL primaires chez la souris, contre deux peptides connus 
pour se lier respectivement a des molecules Kd et Ld, a 
savoir CW3 et P1A. On lie ces molecules complexees a des 
billes et ensuite, on les ajoute a des splenocytes 
cultives nalfs de souris DBA2, complementes avec de 

25 1 1 interleukine exogene. Apres 15 jours de culture, on 
recueille les cellules lymphoides et on examine leur 
activite cytolytique au moyen d'un test classique au Cr 
(68), comme presente a la figure 13A-B. On observe une 
forte activite cytolytique dirigee contre les deux 

30 peptides (figure 13A-B). On determine que ces cellules 
sont restreintes par H2 et ont un phenotype CD8 . En 
utilisant deux differents peptides et deux differentes 
molecules de classe I, on peut provoquer une reponse de 
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CTL primaire. Ces CTL ont une af finite suffisamment 
elevee pour reconnaitre un peptide endogene exprime sur 
les cellules tumorales P815 et P815-HLA CW3 . 

Induction de lymphocytes T cytotoxiques peptide- 
specif iques chez 1 'homme. On suit la meme voie en 
utilisant une molecule HLA A2 soluble. On lie le complexe 
CMH/peptide a des billes et on utilise ces dernieres en 
tant qu'APC dans des co-cultures primaires avec des PBL 
de donneurs sains. Apres trois cycles de stimulation, on 
est capable de detecter une activite cytotoxique 
specifique a chacun des deux differents peptides 
utilises : 1 1 un issu de la tumeur melanome (mage3) ; le 
second peptide, de la proteine polymerase (pol) de VIH. 
Les resultats sont presentes sur les figures 14-15. 

L ' Induction de CTL specif Iques primaires utilisant 
une densite elevee de complexe CMH/peptide est 
Independante de la presence d'APC professionnelles. Afin 
de voir si la presentation du peptide aux lymphocytes T 
est due a la reconnaissance directe du complexe 
CMH/peptide sur les billes ou au traitement du complexe 
par des macrophages, on supprime les macrophages de la 
culture primaire a 1 1 aide d'une colonne Nylon-Wood. On 
co-cultive alors des lymphocytes T avec des billes et on 
compare 1' aptitude de cette culture a induire une 
activite cytolytique a celle de la culture non depourvue 
de macrophages. On n ? observe pas de difference 
significative entre les activites cytolytiques . Le fait 
qui demontre clairement que la presentation et 
1' activation de CTL specif iques sont independantes des 
APC naturelles, notamment des cellules dendritiques , des 
macrophages et des lymphocytes B, c'est que la 
suppression de ces cellules n'abroge pas 1 f induction des 
CTL. De plus, la necessite de la presence d f une molecule 
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du CMH, ici du CMH de classe I, est demontree, etant 
donne que les billes revetues avec le peptide seul 
n'induisent pas les CTL. 

L' efficacite de la presentation de peptide par des 
5 billes revStues avec CMH/peptlde est aussl bonne que la 
presentation par des cellules dendritiques. Pour evaluer 
1' efficacite de billes a presenter un antigene peptidique 
a des lymphocytes T nalfs, ce qui conduit par la suite a 
1 1 activation de ces derniers, on compare parallelement 

10 l' aptitude de differentes APC a activer in vitro les CTL 
primaires. Trois differentes APC sont comparees a des 
cellules dendritiques, des lymphocytes B apres 
elimination des peptides (comme deja decrit) revetus avec 
le peptide CW3, en utilisant les memes conditions de 

15 culture. Dans ces conditions, on observe apres induction 
le meme ordre de grandeur de 1 1 activite cytolytique dans 
la culture apres 10 jours, ce qui demontre que la densite 
elevee de CMH peut compenser 1 r absence d ' antigenes co- 
stimulateurs, connus pour etre sur-exprimes sur les 

20 cellules dendritiques. 

Activite antl-tumorale utilisant des CTL primaires 
induits par le complexe CMH/peptlde. Une dose elevee de 
peptides exogenes, sans la competition de peptides 
internes, peut etre avantageuse pour generer des, cellules 

25 effectrices contre des antigenes specif iques d'une 
tumeur. La faisabilite de cette approche est testee par 
incubation de cellules spleniques non separees de souris 
DBA2 avec des cellules Ld et un peptide synthetique de 
DBA2 . Apres 10 jours de culture, on reintroduit ces 

30 cellules dans la souris a laquelle on a greffe des 
tumeurs. Les cellules reintroduites conduisent avec 
succes a la disparition des tumeurs. 
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Des CTL primaires specifiques ont une affinite 
suf f isamment elevee pour reconnaltre un peptide endogene. 
On examine ces CTL primaires pour savoir s'ils 
reconnaissent un peptide endogene chez la souris. Des CTL 
P1A specifiques sont capables de tuer des cellules P815. 
Des CTL induits de maniere appropriee tuent des cellules 
infectees par la grippe, des cellules de melanome humain 
et des cellules infectees par V1H. 

Ainsi, les CTL generes par les methodes selon la 
presente invention peuvent etre utilises dans des 
techniques d 1 immunotherapie et ils peuvent etre utilises 
dans la recherche et le developpement d 1 immunotherapies 
telles que les protocoles d ' immunotherapie adoptive 
connus dans la technique. 

E3(EMPLE 2. : Induction In vitro de lymphocytes T 

cytotoxiques specifiques en utilisant des complexes 
peptide/molecule monocatenaire du CMH de classe I 
recombinante 

MATERIELS ET METHODES 

Peptides et reactifs serologiques 

Les peptides utilises sont listes dans le tableau 4 et 
proviennent de Neosystem (Strasbourg France). Les AcM 
W6-32 ( anti-HLA-ABC ) et FMC 16 (anti-62-m humain) : 
Valbiotech (Paris, France). Les AcM B2.62.2 (anti-62-m 
humaine) et les AcM anti-HLA-A2 . 1 BB7.2, MA2.1, PA2.1 et 
5H7 ont ete decrits dans McMichael et al, 1980 Human 
Immnology 1:121-129; Parham et Brodsky, 1981 Human 
Xnununology 3:277-299; Parham et Bodmer, 1978 Nature 
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276:397-399; Smith et al, 1994 Journal of Immunology 
153:1054-1067. 

Lignees cellulaires 

5 

La lignee cellulaire de basophiles de rat, RBL-2H3 a ete 
decrite dans Engel et al, 1992 Science 256:1318-1321. La 
lignee cellulaire 174CEM.T2 (Celis et al, 1994, Proc Natl 
Acad Sci USA 91:2105-2109), les cellules P815 (TIB 64, 

10 American Type Culture Collection, Rockville, MD) et les 
transf ectants P815/HLA Cw3 (Maryanski et al, 1986, J. 
Immunol. 136: 4340-4347) ont ete cultives sur RMP1-1640 
complement^ avec SFV 10%, L-glutamine 2 mM, pyruvate de 
sodium 10 mM, Hepes 10 mM, 2-mercapto-ethanol 5 x 10~ 5 M 

15 et des antibiotiques (milieu SFV complet ) . 

Construction des plasmides et transf ect ions des cellules 
basophiles 

20 La sequence 82-m humaine (Suggs et al, 1981 Proc. Natl. 

Acad. Scl. USA 78:6613-6617) a ete amplifiee par PCR en 
utilisant les amorces suivantes : 
GGGGGGATCCATCCAGCGTACTCCAAAGATT et 

GGGGAAGCTTCCAATCCAAATGCGGCATCTT . Apres digestion par 
25 BamHI and Hindlll, le fragment amplifie de 350 pb a ete 
clone dans M13mpl8, pour donner M13/huS2m, La sequence 
HLA-A2.1 est derivee d'un ADNc longueur totale (Ennis et 
al, 1990, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 87:2833-2837), Tout 
d'abord, un fragment de 410 pb produit par digestion avec 
30 Sail and Kpnl et codant pour les 113 premiers residus de 
HLA-A2 a ete purifie. Ensuite, un fragment de 500 pb 
codant pour les residus 114 a 274 de HLA-A2.1 a ete 
amplifie par PCR et fusionne a un motif (Gly) 4 Ser en 
utilisant les amorces suivantes : 
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CTTCCTCCGCGGGTACCACC et 

GGAAGGATCCACCGCCACCCCATCTCAGGGTGAGGGGCTTGGGCAA. 

Ce produit PCR a ete digere par Kpnl et BamHI . Les deux 
fragments ont ete fusionnes ensembles et clones dans 
M13mpl9 clive par Sail et BamHI, pour donner M13-ctla2a3. 
Le Sail -BamHI fragment de 920 pb de M13-ala2a3 codant 
pour les residus 1 a 274 de HLA-A2 fusionne a un linker 
flexible long de 5 residus a ensuite ete insere dans 
M13/huB2m clive par BamHI et Sail, pour donner M13-SC-A2 
(75).Dix residus additionnels Ser ( GLy ) 4 Ser ( Gly ) 4 ont ete 
subsequemment inseres dans le linker en clonant les 
oligonucleotides GATCAGGCGGTGGTGGGTCGGGTGGCGGCG et 
GATCCGCCGCCACCCGACCCACCACCGCCT au site BamHI de M13-SC-A2 
((Sette et al, 1994, J. Immunol. 153:5586-5592). Le phage 
resultant appele M13-SC-A2 (Houbiers et al, 1993, Eur. 
J. Immunol. 23:2072-2077) a ete sequence, Le fragment 
Hindlll de 1300 pb contenant 1 ■ insert complet a ensuite 
ete sous-clone dans pRc/CMV (Invitrogen, Leek, Pays-Bas) 
au site Hindlll, pour donner pCMV.SC-A2. L 1 orientation de 
transcription sous le controle du promoteur CMV a d 1 abord 
ete verifiee par carte de restriction et sequengage 
nucleotidique. Les cellules RBL-2H3 (10 7 ) ont ete 
transfectees par 10 \ig d'ADN du plasmide pCMV.SC-A2 
linearise par Pvu I, en utilisant un systeme 
d ' electroporation Cellject (Eurogentec, Sart Tilman, 
Belgique) regie a impulsion simple, 250 V avec une 
resistance de shunt de 192 ohm et une capacite de 450 jiF. 
Apres 24 heures, les cellules ont ete selectionnees sur 
un milieu de culture SFV complet contenant 1 mg/ml de 
G418 (Gibco, Gaithersburg, MD). La selection a ete 
poursuivie par augmentation progressive de la dose 
d 1 antibiotique jusqu'a 4 mg/ml. 
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Preparation de SC-A2 soluble 

SC-A2 a ete purifiee a partir du surnageant de cellules 
RBL-2H3 transfectees par pCMV.SC-A2 par chromatographic 
d'af finite en utilisant 1 T anticorps W6.32. 

Resonance de surface de plasmons 

Les analyses ont ete conduites sur un BIAcore (Pharmacia 
Biosensor), a 20 # C en utilisant un flux de 5 pl/min. 
L T anticorps anti-HLA-A2 BB7.2 a ete immobilise sur un 
support sensible CMS prealablement active par un 35 pi de 
melange NHS/EDC , et les motifs n ' ayant pas reagi ont ete 
bloques avec de 1 1 ethanolamine 1M, pH8,5. 

Test de liaison de peptides 

La liaison des peptides a SC-A2 a ete teste par 
competition en utilisant le peptide radiomarque F10V 
(Ruppert et al, 1993 Cell 74 : 9229-937 ) . Ce peptide a ete 
marque de maniere a presenter une activite specifique de 
43 mCi/mmole en utilisant la ioduration catalysee par la 
chloramine T (Hunter et Greenwood, 1962, Nature 194:495- 
496). SC-A2 (7 pg) a ete incube pendant 2 heures a 
temperature ambiante avec 4,5 \xM de F10V marque en 
presence d'un exces molaire d 1 un facteur de 60 du peptide 
competiteur. Les peptides non lies ont ete elimines par 
ultrafiltration en utilisant Microcon 30 ( Amicon Inc, 
Beverly, MA) et des lavages au PBS. La radioactivite dans 
la fraction retenue a ete mesuree sur un spectrometre y 
( Gammamatic , Kontron ) . 
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Proliferation et secretion IL-2 

Le clone CTL NA17-221, specif ique du peptide NA17-A 
presente par HLA-A2.1, a ete cultive dans des plaques a 
96 puits, dans 200 pi de milieu FCS complet, en presence 
de la concentration indiquee de complexes peptide/SC-A2 
dimerises par AcM FMC16 . La proliferation a ete mesuree 
apres 48 heures par 1 • incorporation de thymidine 3 H. La 
secretion IL-2 a ete suivie a 24 heures en mesurant la 
capacite du surnageant de culture a alimenter la 
proliferation de la lignee cellulaire IL-2-dependante 
CTLL-2. 

Induction de CTL in vitro 

Des souris males DBA/2 ont ete obtenues aupres du Centre 
d'Elevage R. Janvier ( Le Genest-Saint Isle, France) et 
ont ete utilisees a 1 ' age de 8 a 12 semaines. Les 
cellules dendritiques (CD) ont ete preparees selon les 
protocoles standards d 1 enrichissement par centrif ugation 
de cellules spleniques sur une solution de BSA a 35% 
(Sigma-Aldrich, l'Isle d'Abeau Chesnes, France) et par 
adherence plastique de la fraction de cellules spleniques 
a faible densite (Coligan et al, 1993, Current Protocols 
In Immunology. John Wllley and Sons, Inc, Boston). Des 
cellules T enrichies sur tissu de nylon (1,5 x 10 7 ) ont 
ete cultivees soit avec 10 5 CDC pulsees 4 a 6 heures au 
prealable par 100 pg de peptide CW3 ou NP, ou avec des 
complexes SC-Kd/peptide couples sur des billes (5 x 10 6 ). 
Les cultures ont ete realisees dans 5 ml de milieu SFV 
complet complements avec 20 ng/ml de rIL6 de souris 
(Immugenex Corp, Los Angeles, CA ) et 0,5 ng/ml de rIL12 
de souris (R&D Systems Europe Ltd., UK) dans des 
flacons de 25cm 2 maintenus a 37 *C sous atmosphere 
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humidifiee contenant 6% de C0 2 . Trois et cinq jours apres 
le debut de la culture, rIL2 humain ( Iramugenex ) a ete 
ajoute aux cultures de maniere a donner une concentration 
finale de 10 U/ml, Les cultures ont ete re-stimulees le 
jour 7 en utilisant des cellules spleniques (1 x 10 7 ) 
irradiees (3000 rad ) activees par 50 pg de peptide, sur 2 
ml de milieu SFV complet contenant 1 ng/ml de rIL7 de 
souris (Immugenex) et 10 U/ml de rIL2 humain. De l'alL2 
humaine additionnelle (en final 20 U/ml) a ete fournie le 
jour 10 et les cultures ont ete testees quant a leurs 
activites cytolytiques au jour 12-14. 

Les reponses CTL In vitro ont ete obtenues sur des PBMC 
issues de volontaires normaux sains HLA-A2.1 en utilisant 
des complexes SC-A2/peptide couples sur des billes. 
Brievement, des PBMC (3 x 10 7 ) purifiees au Ficoll ont 
ete cultivees avec des complexes SC-A2/peptide couples 
sur des billes (10 7 ). Les cultures ont ete maintenues sur 
du RPM1-1640 complet complements avec 10% de serum humain 
AB inactive par la chaleur (milieu AB complet) et avec 10 
ng/ml de tIL-7 ( Genzyme S.A., Paris, France), 2 ng/ml de 
rIL-12 (Genzyme), a 37 "C dans un incubateur a 5% de C0 2 . 
Le milieu de culture avec cytokines a ete re- 
approvisionn6 tous les 3 jours. Au jour 10, les cultures 
ont et6 re-stimulees par 10 7 blasts T autologues irradies 
(3000 rad) actives par ConA pulses par des peptides ou 
par 140 mM de complexes peptide/SC-A2 monomerique. Les 
cultures ont ete maintenues dans du milieu AB complet 
contenant 10 ng/ml de rIL7 humain et 10 U/ml de rIL2. Du 
milieu frais avec des cytokines a ete ajoute tous les 3 
jours, L 1 activite cytotoxique a ete mesuree 8 jours apres 
la restimulation. 



Test de cytotoxicity 
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Des cellules P815 (3-5 x 10 6 ) pulsees par 50 pg de 
peptide Cw3 ou NP et des transfectants P815/HLA-Cw3 ont 
ete radiomarquees par 51 Cr pendant 90 min a 37 *C dans du 
milieu RPMI-1640. Elles ont ensuite ete lavees trois fois 
dans le meme milieu, remises en suspension dans du milieu 
FCS complet et ensuite ajoutees (5000) a des cellules 
effectrices. La lignee cellulaire T2 (3 x 10 6 cellules) a 
ete pulsee durant toute la nuit par 200 yg de peptides 
dans 2 ml de milieu RPMI-1640 depourvu de serum a 26 m C. 
Elles ont ensuite ete radiomarquees par 51 Cr comme 
indique pour les lignees cellulaires murines. L ' activite 
cytolytique a ete determinee par un test standard de 
liberation de 51 Cr de 4 h en utilisant des plaques a 96 
puits a fonds en U. Le pourcentage de cytotoxicity a ete 
determine par la formule: 100 x (liberation 

experimentale - liberation spontanee ) / ( liberation 
maximale - liberation spontanee). La liberation maximale 
a ete determinee par lyse des cellules cibles a 1 f aide de 
1% de triton X-100 (Sigma). Les valeurs de liberation 
spontanee de 51 Cr varient entre 10 et 20% du marquage 
total incorpore. 

Analyse du repertoire 

Les analyses des TCR-S humain et de souris ont ete 
realisees telles que decrites dans (92) et (93). 
Brievement, 1 ' ARN total a ete extrait et soumis a 
transcription inverse et PCR en utilisant des amorces 
specif iques de TCR-BC et TCR-BV. Les produits PCR ont ete 
marques par une amorce fluorescente specifique de TCR-BC 
et ont ete separes selon les tallies dans un sequenceur a 
ADN automatique 373A (Applied Biosystems, Foster City, 
CA). Les analyses ont ensuite ete realisees a 1 1 aide du 
logiciel Immunoscope . 
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R6sultats 

Caracterisation structurelle des molecules monocatenaires 
5 du CMH de classe I 

Une construction SC-A2 a ete realisee, elle comprend la 
sequence signal et les trois premiers domaines de l'ADNc 
de la chaine lourde de HLA-A2.1 fusionnes a la sequence 

10 codante de la 62-m humaine par 1 f intermediaire d'un 
linker flexible de 15 acides amines. Cette construction a 
ete transfectee dans des cellules RBL-2H3 . Les 
transf ectants stables ont ete selectionnes et cribles par 
PCR en fonction de la presence de la construction genique 

15 integree. La production SC-A2 des clones positifs a ete 
analysee. Un clone a produit environ 500 pg de SC-A2 par 
litre de surnageant de culture et a ete selectionne pour 
de plus amples analyses, 

20 La molecule SC-A2 secretee a ete purifiee par 
chromatographie d'immunoaf finite en utilisant 1'AcM W6/32 
( anti-HLA-A. B.C ) et a ete caracterisee par resonnance de 
surface de plasmons en utilisant les AcM BB7.22 (anti- 
HLA-A2 , -A69) et B2.62.2 (anti-b2-m humaine). Les 

25 resultats presentes en figure 17 demontrent qu'elle 
presente a la fois les determinants serologiques derives 
de la 82-m humaine et de HLA-A2 . Des tests ELISA realises 
avec un panel d'AcM comprenant W6/32, BB7.2, 5H7 (anti- 
Seme domaine de HLA-A2 ) , PA2 . 1 ( anti-HLA-A2 ) , B2.62.2 et 

30 BBM.l (anti-B2-m humaine) ont permis de verifier que la 
molecule SC-A2 recombinante est correctement repliee. 
Tous les AcM testes ont reagi seuls ou en sandwich (anti- 
HLA-A2 )/anti-B2-m humaine) avec la molecule recombinante 
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ce qui suggere que celle-ci presente la conformation 
correcte. 

Caracterisation f onctionnelle des molecules 

monocatenaires du CMH de classe I 

II a tout d'abord ete verifie que SC-A2 se lie 
specif iquement aux peptides restreints par HLA-A2. un 
peptide synthetique, F10V, derive du virus de 1' hepatitis 
B et connu pour se lier a HLA-A2, a ete utilise comme 
etalon pour les experiences de competition. Le peptide 
F10V radiomarque a 6te melange a SC-A2 tel que decrit ci- 
dessus. Les peptides non lies ont ete elimines par 
ultrafiltration et la radioactivite associee a SC-A2 a 
ete mesuree, Une liaison significative a SC-A2 a ete 
observee : les resultats illustrant la liaison du peptide 
F10V radiomarque a des molecules SC-A2 sont presentes en 
figure 22A (ou sont portees les mesures en cpm x 10" 4 de 
peptides lies radiomarques en presence ou en 1 ' absence de 
SC-A2 ) . A partir de 1 1 activite specif ique du peptide 
radiomarque, on a calcule que plus de 50% des proteines 
SC-A2 sont actives pour la liaison aux peptides. Cette 
liaison est peptide-specif ique puisqu'elle est inhibee 
d'une maniere dose-dependante par des peptides restreints 
par HLA-A2 non marques (F10V, HIV pol, M58-66, Mage-3, 
NA17A, Mel an- A/MART -1 ) mais pas par des peptides 
restreints par H-2K d (CW3, HA) ajoutes en exces en tant 
que competiteurs. Ces resultats sont illustres par la 
figure 20B oii sont portees en abscissa la concentration 
de peptides competiteurs en micromolaire et en ordonnees 
la liaison de peptides marques (cpm x 1CT 5 ). Les peptides 
restreints par HLA-A2.1 (F10V, I9V et A9L) donnent une 
inhibition presque complete de la liaison du peptide 
marque, contrairement a ce qui est observe avec les 
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peptides restreints par H-2K ( R8L, OVA) et les peptides 
restreints par H-2K d (CW3, Y8I). Ces resultats indiquent 
que la molecule SC-A2 recombinante se lie aux peptides 
synthetiques et presente la meme specificite que la 
5 molecule HLA-A2 associee a la surface de cellule native. 

La capacite de SC-A2 recombinante a agir comme une 
molecule presentatrice d'antigene a ensuite ete evaluee. 
La SC-A2 purifiee a ete chargee avec le peptide de 

10 melanome NA17-A, dimerisee en utilisant un anticorps 
anti-S2m et utilisee pour stimuler le clone CTL NA17-221. 
Les resultats sont illustres par les figures 23A et 23B. 
En figure 23A, on donne la secretion d r IL-2 ( cpm ) en 
f onction de la concentration en SC-A2 ( pg/ml ) ; la teneur 

15 en IL-2 a ete mesuree a 24 heures par la proliferation de 
CTLL-2. En figure 23B, on donne la proliferation 
cellulaire (cpm) en f onction de la concentration en SC-A2 
( pg/ml ) ; la proliferation des cellules T a ete 
determinee a 48 heures par 1 ' incorporation de thymidine 

20 3 H. Le clone CTL NA17-221 specif ique du peptide NA17-A 
presente par HLA-A2.1 a ete cultive avec la concentration 
indiquee de peptide/SC-A2 dimerise ; dans les deux 
figures , les cercles blancs representent le peptide 
NA17-A et les carres noirs le peptide MAGE -3 . Dans les 

25 deux essais de proliferation (figure 23A) et de secretion 
d'IL2 (figure 23B), la reponse obtenue est peptide 
specif ique puisque SC-A2 chargee avec un peptide non 
approprie ( MAGE- 3 ) n ! a presente aucune activite. Le 
peptide NA17-A seul n ? a eu aucun effet sur le clone CTL 

30 NA17-221. Les reponses specif iques observees avec le 
clone NA17-221 demontrent que le complexe SC-A2/peptide 
interagit de maniere productive avec le TCR qui lui 
correspond. 
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Prises ensembles, ces donnees etablissent que la molecule 
SC-A2 presente toutes les proprieties voulues et 
presentent les memes caracteristiques que sa contrepartie 
murine. La capacite de ces molecules a provoquer des 
reponses CTL specif iques In vitro a ensuite ete etudiee. 

Couplage des complexes peptide-CMH recombinants a des 
billes 

On a cherche a determiner si des CTL specif iques 
pouvaient etre induits in vitro par des molecules SC-CMH 
chargees avec un peptide antigenique. Pour maximiser la 
densite des complexes peptide/SC-CMH, on a prepare des 
billes auxquelles un grand nombre de complexes a ete lie 
par 1 ' intermediaire d f un anticorps specif ique soit du 
domaine a-3 de SC-Kd soit du domaine 62-m de SC-A2 . 

Pour evaluer I'efficacite de couplage de SC-A2 sur les 
billes, 1 ! experience suivante a ete realisee. Le peptide 
F10V radiomarque a ete incube avec SC-A2 purifie. Les 
peptides non lies ont ete elimines par ultrafiltration et 
le complexe peptide/CMH radioactif a ete incube avec des 
billes Dynabeads tosyl-activees couplees avec un 
anticorps anti-62-m humaine. Apres lavage approfondi, la 
radioactivite associee aux billes a ete mesuree et 
utilisee pour evaluer la quantite de SC-A2 couplee aux 
billes. En 1 f absence de SC-A2, 100 fois moins de 
radioactivite associee aux billes a ete trouvee. Environ 
10 5 molecules SC-A2 etaient ainsi couplees sur chaque 
bille. Ce nombre correspond a une densite de 1,7 x 10 15 
molecules par m 2 , ce qui represente au moins 10 fois plus 
que la densite totale de molecules CMH a la surface d'APC 
naturelles. De plus, en considerant qu 1 une APC naturelle 
presente de I'ordre de 10 4 peptides differents et que la 
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representation maximale d'un peptide donne a la surface 
est de 10%, il peut etre conclu que la densite d 1 un 
complexe peptide/CMH specifique a la surface des billes 
est au moins deux fois superieure a celle d'APC 
5 naturelles. 

Induction in vitro de CTL specif iques par des complexes 
de peptide-CMH couples a des billes 

10 La capacite des billes a stimuler des CTL in vitro a ete 
evaluee chez des systemes humain et de souris. SC-Kd a 
ete charge avec le peptide CW3 (170-179) restreint par K d 
derive de HLA-CW3 ou le peptide NP( 147-155) derive de la 
nuclfeoproteine du virus influenza (130). De tels 

15 complexes peptide/SOKd ont alors ete couples a des 
billes tel qu ' indique ci-avant et ajoutes a des 
splenocytes de souris DBA/2 non-adherents au tissu de 
nylon. Pour permettre une comparaison avec un temoin 
positif, des stimulations ont aussi ete realisees avec 

20 des cellules dendritiques pulsees par des peptides (109, 
Nair et al, 1993, J. virol. 67:4062-4069; 108). Sept 
jours plus tard, toutes les cultures ont ete re-stimulees 
avec des cellules spleniques pulsees par des peptides CW3 
ou NP irradiees. Cinq a six jours plus tard, 1 ? activite 

25 cytotoxique a ete mesuree sur des transf ectants P815/HLA- 
CW3 et P815 ou sur des cellules cibles P815 pulsees par 
des peptides CW3 et NP. Les resultats sont representes en 
figures 24A et B (en abscisse, ratio effecteurs : cible ; 
en ordonnee pourcentage de lyse specifique). Des CTL ont 

30 ete induits par des cellules dendritiques pulsees par des 
peptides (figure 24A) ou par des complexes peptide/SC-Kd 
couples a des billes (figure 24B). Les peptides utilises 
pour l 1 induction sont CW3 pour les graphes de gauche et 
NP pour les graphes de droite. L 1 activite cytotoxique a 
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ete mesuree sur P815 (carre blanc ) , P815-CW3 (carre 
noir), P815 pulsee avec NP (cercle noir) ou avec CW3 
(cercle blanc). Ces resultats raontrent qu ' une activite 
lytique peptide-specif ique significative a ete detectee, 
que le stimulus d ' immunisation utilise ait ete des 
cellules denditriques ou des billes chargees de 
peptide/SC-Kd. Les courbes de cytotoxicity suggerent que 
les deux procedures presentent des efficacites 
d' induction et d' expansion de CTL peptide/specif ique 
comparables . 

Une etude similaire a ete menee chez 1 ' homme en utilisant 
des PBL de donneurs HLA-A2 nalfs. De tels PBL ont ete 
cultives pendant 10 jours avec des billes couplees avec 
des complexes SC-A2/peptide M58-66 de la proteine matrice 
d' influenza A (131, 132). Les cultures ont ete re- 
stimulees une fois avec soit des ConA-blasts pulses par 
des peptides M58-66 ou des complexes SC-A2/peptide M58-66 
pendant huit jours et leur activite cytotoxique a ensuite 
ete mesuree sur des cellules cibles T2 chargees de 
peptide. Les resultats sont illustr£s par les figures 25A 
et B (en abscisse, ratio effecteur : cible; en ordonnee, 
pourcentage de lyse specifique). Les cultures CTL 
induites avec les complexes SC-A2/M58-66 couples aux 
billes ont ete re-stimulees avec des blasts ConA actives, 
pulses par des peptides (figure 25A) ou avec 140 mM M58- 
66/SC-A2 monomerique (figure 25B). L' activite cytotoxique 
a ete mesuree sur des cellules T2 (carre blanc) ou sur 
des cellules T2 pulsees par M58-66 (carre noir) ou sur 
des cellules T2 pulsees par MAGE -3 (triangle noir). Comme 
illustre par les figures 25A et B, une lyse specifique 
significative est observee. La raerae observation a pu etre 
realisee en utilisant un second peptide restreint par 
HLA-A2 derive de 1 ' antigene Melan A/Mart 1. 
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Ces resultats montrent que les complexes peptide/CMH 
couples sur des billes sont a peu pres aussi efficaces 
pour induire des CTL primaires in vitro que des APC 
5 prof essionnels telles que les cellules dendritiques • 

Les CTL induits in vitro presentent des rearrangements 
du TCR similaires a ceux des CTL amorces in vivo 

10 Les resultats exposes ci-dessus montrent que les 
complexes peptide/CMH couples sur des billes peuvent 
generer des CTL in vitro en 1 1 absence de molecules de co- 
stimulation ajoutees. Pour determiner la pertinence de 
tels CTL par rapport a ceux obtenus par suite d 1 une 

15 immunisation in vivo, on s 1 est base sur 1 ' observation 
que, dans certaines circonstances, les reponses de 
cellules T a des antigenes donnes presentent des 
rearrangements publics, c'est-a-dire des rearrangements 
qui emergent de maniere recurrente apres immunisation 

20 d'individus distincts. Les rearrangements publics TCR-BV 
dans la reponse contre le peptide CW3 restreint par Kd 
sont particulierement bien connus de 1 1 homme du metier 
(Casanova et al, 1992, J Exp Med 176:439-447; MacDonald 
et al, 1993, J Exp Med 177:1487-1492; Maryanski et al, 

25 1996, Immunity 4: 47-55; Walker et al, 1995, J Immunol 
155:3443-3452), On a done compare les reponses CTL in 
vitro et in vivo a ces deux peptides en utilisant la 
technologie Immunoscope (deja evoquee (4, 92). 

30 Le repertoire TCR de populations de CTL isolees a partir 
de souris DBA/2 immunisees par des transf ectants P815- 
HLA-CW3 reflete le developpement selectif de lymphocytes 
portant BV10. De plus, apres analyse de 23 clones CW3- 
specifiques, tous BV10+, seulement cinq segments BJ ont 
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ete trouves, le BJ1S2 etant dominant, et tous presentent 
des boucles CDR3 de 6 acides amines (11). Les profils 
obtenus pour les TCR-BV10 de populations de cellules 
spleniques DBA/2 stimulees in vitro par CW3 sont 
representes sur la Figure 26 qui represente les 
rearrangements de la chaine TCR-B de CTL induits in 
vitro. -Les CTL ont ete induits par le peptide indique. La 
taille en acides amines du CDR3 indiquee est telle que 
definie par Chothia et al. 1988, EMBO J. 7: 3745-3755. Un 
pic majeur a 6 acides amines est la marque de CTL CW3- 
specif iques. L'ARN extrait de splenocytes naifs ou de CTL 
NP-specif iques est presente pour comparaison. Comme il 
peut etre observe, le peptide CW3 presente par des 
cellules dendritiques ou des billes SC-Kd conduit a la 
generation de populations de cellules T qui presentent, 
pour le TCR-BV10, un pic majeur correspondant a un CDR3 
long de 6 acides amines. Des analyses additionnelles ont 
mis en evidence une association predominant^ d'un tel 
CDR3 avec un segment BJ1S2. Ce repertoire TCR-BV10 
presente done les memes caracteristiques que celui de CTL 
CW3-reactifs generes par amorcage in vivo. A titre de 
comparaison, la Figure 26 presente le profil TCR-BV10 
obtenu pour des cellules T generees, dans une experience 
conduite en parallele, contre le peptide NP. 

II a ete reporte que chez la plupart des sujets HLA- 
A2.1, une reponse CTL M58-66-specif ique est detectable 
apres une infection par influenza A. De maniere 
interessante, les lignees CTL M58-66-specif iques derivees 
de 21 individus HLA-A2 non apparentes presentent TCR-BV17 
comme segment BV dominant utilise. Le developpement de 
cellules CD8+BV17+ est correle avec la lyse M58-66- 
specifique (89, 90). De plus, 1 ' analyse des sequences de 
38 transcrits BV17 M58-66-specif iques issus de 13 sujets 
a mis en evidence une grande conservation dans la region 
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CDR3 de 8 acides amines. Les profils TCR-BV17 obtenus 
pour des PBL temoins non stimules et pour des PBL 
stimules par des billes couvertes par des complexes SC- 
A2/M58-66 sont illustres sur les Figures 27A et B 
5 (profils d'intensites de fluorescence). Les CTL generes 
par SC-A2/M58-66 couple sur des billes ont 6te re- 
stimules par des blastes ConA pulses par des peptides 
(Figure 27A) ou par des complexes M58-66/SOA2 
monomerique (Figure 27B) comme en Figure 25. L f ARN total 

10 a ete analyse en utilisant des amorces BV17-specif iques 
( graphes du bas ) ou BV2- specif iques (graphes du haut ) . Le 
pic majeur observe avec les amorces BV17 correspondant a 
un CDR3 long de 8 acides amines est la marque de CTL M58- 
66-specif iques . Les repertoires BV2 et ceux de PBL non 

15 stimules sont montres a titre de comparaison. Les profils 
TCR-BV17 de PBL stimules montrent done un pic majeur 
correspondant a un CDR3 d ? une longueur de 8 acides 
amines, ce qui suggere un developpement specif ique de la 
population de cellules T qui a ete impliquee dans la lyse 

20 M58-66-specif ique . Par contraste, les PBL temoins donnent 
un profil TCR BV17 de type Gaussien, ce qui indique un 
repertoire polyclonal. A titre de comparaison, les 
profils TCR BV2 presentent une forme Gaussienne pour les 
PBL temoins et les PBL stimules. 

25 

Ces resultats indiquent que les protocoles in vitro 
d f induction utilisant des billes permettent de developper 
des populations de cellules T presentant des 
caracteristiques de structure similaires a celles 
30 generees par une immunisation In vivo. 

La construction de SC-A2 a permis de disposer d'une 
molecule recombinante monocatenaire, soluble. Cette 
molecule purifiee a montre qu'elle etait correctement 
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repliee et se liait specif iquement aux peptides 
antigeniques restreints par HLA-A2 , ce qui suggere 
qu'elle selectionne le meme repertoire peptidique que la 
molecule HLA-A2 associee a la surface cellulaire native. 
De plus, les travaux realises ont montre que les 
complexes SC-A2/peptide stimulent les CTL peptide- 
specif iques pour les faire proliferer et secreter IL-2, 
ce qui indique bien que SC-A2 interagit avec le recepteur 
cellulaire T approprie. 

La capacite des complexes SC-Kd et SC-A2/peptide a 
activer les precurseurs de CTL peptide-specif iques in 
vitro a egalement ete etudiee. 

Les resultats obtenus ont montre qu'il est possible 
d'induire une expansion de CTL specif iques vis-a-vis de 
peptide de HLA-Cw3 et du virus NP de l f influenza dans 
des cultures de cellules naives de rate de souris 
stimulees par des complexes SC-Kd/peptide couples sur des 
billes.Leur efficacite , comme deja souligne, s 1 est 
revelee comparable a celle d'APC connues, comme les 
cellules dendritiques • 

En ce qui concerne le peptide HLA-Cw3, on a constate que 
les CTL generes par 1 ' un quelconque des modes de 
presentation d 1 antigene etaient capables de lyser les 
transfectants P815/HLA-Cw3 , ce qui indique une 
reconnaissance par ces CTL d f epitopes formes par voie 
endogene. Cette observation revet une grande importance 
puisqu f il a ete rapporte, dans certains cas, que les CTL 
generes in vitro n f etaient pas capables de tuer des 
cibles exprimant un antigene forme naturellement et que 
la reconnaissance d'un antigene exprime par voie endogene 
est consideree comme un element indicateur pertinent in 
vivo^_ 

L 1 analyse du repertoire TCR-6 de populations cellulaires 
T stimulees in vitro par CD active par Cw3 ou SC- 
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Kd/peptide Cw3 apporte la preuve d 1 une expansion 
significative et specifique de lymphocytes BV10+ avec un 
CDR3 de 6 acides amines associes avec un segment 
predominant BJ1S2 . 
5 On a pu constater que les CTL generes a partir d 1 une 
immunisation in vivo avec HLA-Cw3 presentent les memes 
caracteristiques . 

De la meme maniere, une reponse CTL specifique du peptide 
M58-66 de l r influenza A et de Melan A/Mart 1 a ete 
10 provoquee dans PBL a partir de donneurs sains HLA-A2.1, 
en utilisant des billes couplees a SC-A2/peptide, comme 
agent de stimulation de 1 'immunisation. 

Ces CTL induits sont capables de tuer efficacement des 
cellules T2 activees par le peptide. 

15 Dans le cas de CTL inf luenza-specif iques ( pour 
lesquelles une reponse a deja ete decrite), 1 ' analyse de 
leur repertoire TCR-BV indique 1 f expansion specifique de 
populations cellulaires utilisant de maniere predominante 
TCR-BV17 avec une region CDR3 de 8 acides amines, comme 

20 decrit pour les CTL, presentent une specificite vis-a-vis 
du peptide M58-66 genere apres une infection par le virus 
de 1 1 inf luenza in vivo. 

La necessite de 2 signaux pour les cellules T non 
sensibilisees correspond a une notion largement admise. 

25 Le signal- 1 provient de la ligation du TCR et de ses co- 
recepteurs avec les complexes CMH/peptide. Le signal-2, 
qui n'est pas antigene-specif ique, est genere par 
1 ' interaction de molecules co-stimulatrices exprimees sur 
les APC et leurs molecules apparentees sur les cellules 

30 T. L T importance du signal de transduction via la liaison 
de CD28 de cellules T aux molecules B7.1 ou B7 . 2 sur les 
APC afin d f obtenir une stimulation optimale des cellules 
T non sensibilisees a ete souligne dans de plusieurs 
rapports. Or , il apparait que les complexes CMH/peptide 
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couples aux billes, utilises selon 1' invention, ne 
fournissent pas la co-stimulation normalement procuree 
par 1 ' interaction CD28-B7. La forte densite de complexes 
CMH/peptide sur les billes peut ainsi permettre de se 
liberer de la necessite d ' avoir des molecules co- 
stimulatrices . 

La contribution possible de macrophages ou d'autres 
cellules possedant des proprietes de phagocytose vis-a- 
vis de la sensibilisation de CTL via la prise de 
complexes CMH/peptide/billes et de re-presentation de 
peptide. 

La disponibilite des molecules recombinantes SC-CMH de 
classe I revet unggrand interetpeuvent etre utilisees non 
seulement dans un essai de liaison CMH/peptide rapide, 
sensible et fiable pour identifier des epitopes de 
cellules T se liant au CMH avec une af finite elevee, 
mais egalement dans une induction de CTL primaires pour 
definir, parmi les agents de liaison au CMH, ceux des 
peptides gui sont immunogenes. 

Les resultats exposes ci-dessus etablissent gue des 
molecules de classe I biologiquement actives, 
recombinantes, murines et humaines, peuvent etre 
utilisees pour induire in vitro des CTL primaires 
peptide-specifiques et que les CTL generes sont 
qualitativement similaires a ceux obtenus in vivo. 

On mesurera 1 • interet d ' un tel systeme qui permet de 

proceder a des analyses detaillees de repertoires de CTL 

humains et murins et d'elucider les mecanismes de 
sensibilisation des CTL. 

Ce systeme est egalement utilisable pour la production in 

vitro de cellules effectrices de CTL specifiques en 
clinique . 
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Exemple 3 : 

Etude de la mediation de 1 1 adhesion par des 
complexes CMH/peptide permettant 1 T enrichis semen t en 
lymphocytes T specifiques d'un antigene. 

Matferiel et methodes 

- Souris et lignees cellulaires 

On utilise des souris DBA/2 et la souris clone 

4 (135). 

Les hybridomes T 9.4 et B9 . 1 ont ete decrits 
dans (20) et (136). 

La purification de CD8+ a ete effectuee selon 
le protocole MiniMacs ( Myltenyi Biotec, Auburn, CA); 

- Reactifs et anticorps 

Herbimycine A et bioindolylmaleimide IGF 
109203X : Calbiochem (Meudon, France) 

- anticorps anti-K d SF1.1.1, anti-CD8, anti-Vp8 
et anti-V310 rPharmingen (San Diego CA). 

- peptides (Cw3 = RYLKNGKETL, HA=IYSTVASSL et 
T9V = TYQRTRALV) : decrits dans (130), (137), (138) 
( Neosy stem , Strasbourg , France ) . 

- Preparation de la dimerisation de Kd (SC-Kd) 
monocatenaire et revetement. On purifie SC-Kd recombinant 
monocatenaire a partir d'un surnageant de culture de 
celllules transfectees d'ovaires de hamster chinois (CHO) 
comme decrit dans ( 21 ) . 

On charge SC-Kd avec les peptides indiques, 
selon un rapport molaire de 1/1, et on dimerise en 
utilisant 1 1 anticorps SF1 . 1 . 1 en effectuant une 
incubation d f une heure a 4 # C ( SC-Kd/SFl . 1 . 1 : rapport 
molaire 3/1). 

Dans la plupart des cas, les complexes 
dimerises sont appliques sur une plaque 48W (Costar, 
Brumath, France) a raison de 10 pg/ml, pendant environ 14 
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h a 4*C. Les sites non lies sont alors satures avec RPMI 
10 % SVF. 

- Quantification des cellules adherentes. 
Les cellules sont ajoutees dans les plaques 
avec les revetements, centrifugees a 600 tpm et incubees 
a 37* C pour differentes periodes de temps. Les cellules 
non adherentes sont eliminees par 3 lavages avec PBS. Les 
cellules adherentes restantes sont incubees avec 150 pi 
de p-nitrophenyl-N-acetyl-6-D glucosaminide (Sigma, 
Paris, France) a 37'C pendant 2 a 5 heures . 

On ajoute ensuite 225 ul de tampon glycine 50 
mM, pH 10,4, contenant 5mM de EDTA. On mesure la densite 
optique DO a 405 nm sur 100 ul de melange reactionnel 
avec un lecteur ELISA (Sanofi, Diagnostic Pasteur, 
France). On estime la fraction de cellules adherentes a 
partir d'une courbe standard avec un nombre connu de 
cellules. En variante, on procede a la quantification en 
utilisant des cellules marquees 35 S- methionine 
(Amersham, UK). Les cellules adherentes sont lysees dans 
du Triton® 1 % et on mesure la radioactivite en 
utilisant la formule : pourcentage de cellules adherentes 
= cpm de cellules adherentes/cpm de cellules totales . 

Dans quelques experiences, la quantification 
est effectuee par cytometrie de flux en utilisant des 
anticorps VB-specif ique . 

Pesultats 

Induction d ' une adhesion specif ique de 
cellules T par les complexes CMH/peptide dimerises. 

L'hybridome T 9.4, qui reconnait un peptide 
derive de HLA-Cw3 presente par K d , est marque par 
incorporation de 35 S methionine et incube 90 min sur des 
plaques en plastique revetues de complexes SC-Kd-peptide 
ou de complexes dimerises SC-Kd-peptides ( appeles ci- 
apres dKd-peptide ) , a raison de 10 ug/ml du peptide 
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indique. Apres une etape de lavage, on determine la 
recuperation de cellules en mesurant la radioactivite des 
cellules adherentes • 

Les resultats obtenus sont donnes sur la figure 
5 28 ( abscisse : diinerisation de complexes Kd-peptide, 
ordonnees : % de cellules adherentes). On constate que 
5 % des cellules 9-4 adherent sur la surface revetue de 
Kd-Cw3 . Cette adhesion est faible mais specif ique vis-a- 
vis du peptide. Lorsque la molecule K d est dimerisee, on 
10 observe jusqu'a 25 % de cellules T ayant adhere a la 
surface. 

Pour etudier le caractere dose-dependant de 
1' adhesion specif ique vis-a-vis du peptide de la souche 
d'hybridomes 9.4, on precede comme suit : 

15 - on ajoute les cellules 9.4 (5 x 10 5 ) en 

triplica dans des puits de microtitration p48 revetus de 
differentes quantites de dKd-Cw3 (voir figure 29, courbe 
avec carres ) ou pKd-T9V (voir figure 29, courbe avec 
cercles ) . Apres 30 min d T incubation a 37* C, on evalue 

20 les cellules non adherentes par la technique a 
1 1 hexosaminidase telle que decrite dans la partie 
materiels et methodes. 

On constate que 1 ' adhesion est specif ique pour 
un peptide donne et augmente avec la quantite de 

25 complexes CMH/peptide dimerises ( figure 29 ) . Pour savoir 
si un signal de transduction est necessaire pour 
1 1 adhesion cellulaire, les cellules T ont ete pre- 
traitees pendant environ 14 heures avec 1 f inhibiteur de 
tyrosine kinase sre-specif ique, a savoir de 1 f herbimycine 

30 A et/ou avec 1 ' inhibiteur de proteine kinase C GF109203X 
(25 pm) ou du DMSO pendant 15 min a 37 # C avant l'essai 
d f adhesion cellulaire. Le pourcentage de cellules 
adherentes est evalue par la technique a 
1 % hexosaminidase. Les resultats obtenus sont donnes sur 
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la figure 30. On constate dans les deux cas une 
inhibition significative de 1 ' adhesion specif ique des 
cellules T. On n f observe aucun effet supplementaire 
lorsqu'on utilise les deux inhibiteurs en meme temps, Ces 
observations suggerent que 1 1 adhesion induite requiert 
une voie signal impliquant des tyrosines kinases et PKC. 

II apparait done que 1' adhesion des cellules de 
l'hybridome 9,4 T est specif ique d 1 un peptide et depend 
de la temperature et de. la dose, augmente lorsque les 
complexes CMH/peptides sont dimerises et se trouve 
partiellement inhibee par les deux inhibiteurs de 
proteine kinase. 

Les complexes CMH/peptides dimerises, 
appliques en revetement permettent 1 ' enrichissement 
specif ique en cellules T. 

Les resultats donnes ci-apres concernent 
1' etude de 1 1 utilisation de l 1 adhesion par 
1 1 intermediaire de CMH-peptide pour purifier des cellules 
T selon leur specif icite. 

On prepare un melange de deux hybridomes de 
cellules T et on les soumet a incubation comme decrit 
dans les paragraphes precedents. On evalue 
1 1 enrichissement en cellules T specif iques et le 
rendement des experiences (a savoir, le nombre absolu de 
cellules T specifiques recuperees compare au nombre de 
cellules specifiques du melange initial). 

Etant donne la possibility, tout au moins 
theorique, de multiplier les cellules recuperees par voie 
polyclonale, 1 1 enrichissement a ete privilegie par 
rapport au rendement et des conditions de lavage 
stringentes ont ete utilisees. 

On melange l'hybridome 9.4 (VB10+) specif ique 
vis-a-vis du complexe Kd-Cw3 selon un rapport de 45 : 55 
avec l'hybridome T B9 . 1 (V68+) specif ique vis-a-vis du 
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peptide 102-120 de HEL presente par I-E d . Ce melange ( 10 4 
cellules) est soumis a incubation sur des surfaces 
revetues de dKd-Cw3 ou dKd-HA, on recupere les cellules 
adherentes et on les analyse par cytometrie de flux en 
utilisant des anticorps V6-specif ique. 

Les resultats obtenus sont donnes sur la figure 
31. On constate que plus de 88 % des cellules recuperees 
a partir de la surface dKd-Cw3 expriment V610 et sont 
done des cellules d'hybridome 9.4 Cw3-specif iques . Moins 
de 15 cellules sont recuperees sur la surface Kd-HA . Ce 
procede a ete repete en utilisant un melange 6:1 
constitue par des splenocytes CD8 + purifies a partir de 
souris naives DBA/2 et de splenocytes CD8+ purifies a 
partir d'une souris transgenique clone 4 pour un TcR 
(VB8+) specif ique pour le complexe Kd-HA. Dans la 
population de depart, 32 % des cellules expriment VB8 et 
14 % sont HA-specif iques (ceci etant du a la contribution 
des cellules V68 provenant de la rate de DBA/2) 

Apres 14 heures environ d f incubation de ce 
melange ( 10 4 cellules) sur une surface revetue de dKd-Cw3 
ou dKd-HA, les cellules adherentes sont analysees par 
cytometrie de flux. Le pourcentage de cellules T HA- 
specif iques (contribution de la souris clone 4) estime 
par le rapport du melange est indique entre parentheses 
sur la figure 32 qui donne les resultats. Plus de 80 % 
des cellules recuperees sont VB8 + alors qu 1 on n ? observe 
aucun enrichissement dans la population recuperee a 
partir de la surface dKd-Cw3 . L ' enrichissement obtenu est 
done superieur a 470 % 

Ainsi, en utilisant 1 1 adhesion avec mediation 
de CMH/peptide, il est possible d ! enrichir des cellules T 
specifiques a partir de populations complexes constitutes 
de cellules d f hybridomes T ou de splenocytes CD8+. 
Discussion 
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Les anticorps diriges vers les marqueurs de 
surface se sont reveles utiles pour caracteriser et 
quantifier les cellules lymphoides . 

En utilisant les anticorps immobilises, un 
grand nombre de cellules ont ete purifiees. Selon 
1' invention, on a isole des cellules T selon leur 
specif icite et a cet effet des complexes recombinants SC- 
CMH/peptide ont ete dimerises et appliques sous forme de 
revetement sur des supports en plastique. 

Plusieurs difficultes sont inherentes a cette 
strategic. Tout d f abord les TcR presentent habituellement 
de faibles affinites intrinseques pour leurs ligands, De 
plus, les CMH purifies a partir de cultures de tissus ou 
d ' organes sont charges avec un large jeu de self- 
peptides . 

L f utilisation de SC-CMH recombinant, qui peut 
etre produit en grande quantite, et charge de maniere 
homogene avec un peptide synthetique, permet de resoudre 
ces difficultes- En outre, conformement a l f invention, 
les complexes dimerises SC-CMH/peptide ont ete appliques 
comme revetement suivant de fortes densites. 

Pour determiner si une cellule T pouvait 
engager son TcR sur une telle surface, la souche 
d'hybridome T 9.4 a tout d f abord ete utilisee. II est 
apparu que l 1 adhesion de 9.4 etait peptide-specif ique et 
que la dimerisation du complexe CMH/peptide ameliorait 
1 ? adhesion cellulaire. 

De maniere avantageuse, la dimerisation 
apparait favoriser une orientation correcte du complexe 
CMH/peptide et/ou augmenter son avidite pour le TcR. En 
outre, on sait que la dimerisation est necessaire pour 
l f activation de cellules T, ce qui peut etre critique 
pour 1' adhesion des cellules T. Cette interpretation est 
renforcee par deux observations : 1) on n f observe aucune 
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adhesion a 4 # C dans les conditions d ! experimentation, 2) 
1 ? adhesion est reduite en presence d 1 inhibiteurs de 
proteine kinase. De plus, cette interpretation Concorde 
avec des etudes anterieures montrant que le declenchement 
5 du TcR induit 1 ? activation de plusieurs molecules 
d' adhesion telles que la B2 integrine, LFA-1, CD2, CD8 et 
les 61 integrine VLAs. 

L 1 engagement du TcR par le complexe antigenique 
applique comme revetement a faible densite conformement a 
10 l f invention a ete decrit comme etant CD8-dependant (139). 

Cependant la souche d'hybridomes 9.4 utilisee n'exprime 
pas CD8. En outre, 1 ' anticorps utilise avec les complexes 
dimerises CMH/peptide masque le site d 1 interaction avec 
CD8 de K d . 

15 Le chargement en peptide, de maniere homogene, 

selon une forte densite de SC-Kd dimerise peut permettre 
d'eviter 1' exigence d'une interaction CD8/CMH . 

En conclusion, 1 1 utilisation de molecules CMH 
recombinantes dans des conditions qui induisent 

20 1 1 activation de cellules T permet de compenser la faible 
af finite de TcR pour son ligand. L 1 utilisation selon 
1 ' invention de ce systeme d f adhesion permet d 1 enrichir 
des cellules T specif iques vis-a-vis d'un antigene a 
partir d'une population cellulaire T complexe. 

25 L ' enrichissement specif ique est obtenu aussi 

bien pour les cellules d'hybridomes T que pour les 
splenocytes CD8+. 

Cette technique permet un enrichissement rapide 
parmi des millions de cellules et off re done de 

30 nombreuses applications. 

Couple avec 1 f analyse du repertoire de cellules 
T, cette technique permet d f identifier les rearrangements 
de TcR associe a la reconnaissance d'un complexe 
antigenique donne. On mesurera 1 ' importance d'une telle 
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information pour controler les reponses des cellules T 
durant une maladie ou pour evaluer des protocoles 
therapeutiques . 

La purification des lymphocytes specifiques 
vis-a-vis d'un antigene avant et/ou apres une 
amplification ip vitro permet egalement selon un aspect 
de grand interet de mieux controler des immuno-therapies 
chez l'homme, 

EXEMPLE 4 : ACTIVATION COMPLETE DE C ELLULES T CD8+ NATVRR 
EN L j ABSENCE DE CO -STIMULATION 

MATERIEL ET METHODES 

Souris 

Des souris transgeniques pour le TCR clone 4 ont ete 
nourries et entretenues a l ? Institut Pasteur. Pour les 
experiences temoin qui ont utilise des souris 
transgeniques pour le TCR clone 4 dans un contexte H-2 b 
(souris transgeniques clone 4 TCR/B6), les souris 
transgeniques ont ete re-croisees pendant 7 generations 
avec des souris C57BL/6 et la presence du trangene ainsi 
que de H-2 b a ete confirmee par analyse FACS. 

Peptides 

Les peptides HA (IYSTVASLL) et CW3 (RYLKNGKETL) ont ete 
decrits precedemment (140, 141) et ont ete obtenus aupres 
de Neosystem SA (Strasbourg, France). 
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Lignee cellulaire et anticorps monoclonaux. 

La lignee cellulaire P815 (H~2 d ; TIB64, American Type 
Culture Collection, Rockville, MD) a ete maintenue sur un 
5 milieu RPMI 1640 complements avec 10% de serum de veau 
foetal inactive par la chaleur. L ' anticorps monoclonal 
SF- 1.1.1. (HB158) a ete obtenu aupres de American Type 
Culture Collection, Rockville, MD, Les anticorps utilises 
pour les analyses FACS ont ete achetes aupres de 

10 PharMingen, San Diego, CA (anti-CD69, anti-B220 et anti- 
CD62L), CALTAG Labs, San Francisco, CA (anti-CD4 L3/T4, 
anti-CD8 Ly-2, anti-CD25 recepteur de IL-2, anti-CD44 et 
ant i-VB8. 1/8.2) ou aupres de Serotec, Oxford, Grande- 
Bretagne ( ant i -macrophage F4/80). La proteine de fusion 

15 CTLA4-Ig a ete fournie par Dr. P. Linsley (Bristol-Myers 
Squibb Pharmaceutical Research Institute, Seattle, WA). 

Revetement de SC-Kd 

20 K d simple chaine (SC-Kd) a ete prepare et charge avec 
soit HA, soit CW3 comme decrit precedemment (21). Des 
plaques a 96 puits a fond plat (TPP, Trasadingen, Suisse) 
ont ete couvertes pendant 2 h a 37 # C avec differentes 
concentrations d r anticorps SF1- 1.1.1, lavees deux fois, 

25 saturees dans du SFV a 50% et lavees deux fois. SC-Kd/HA 
ou SC-Kd/CW3 (en une quantite egale a deux fois la 
quantite stoechiometrique de SF1-1.1.1) a ete ajoute 
pendant deux heures a 37 # C et les plaques ont ete 
finalement lavees deux fois avant utilisation. 

30 

Purification de splenocytes CD8 + 

La selection positive de cellules T CD8 + a partir des 
splenocytes totaux de souris transgeniques a ete realisee 
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par coloration magnetique indirecte. Brievement, 10 s 
splenocytes ont ete debarasses des globules rouges, puis 
traitees avec un anticorps anti6CD8 purifie (PharMingen, 
San Diego, CA) pendant 45 minutes a 4*C. Apres lavage, 
des microbilles magnetiques couplees chevre anti-rat 
(Myltenyi Biotec, Auburn, CA) ont ete ajoutees pendant 15 
minutes a 4*C. Les splenocytes ont ete a nouveau laves et 
finalement separes par chromatographie sur une colonne 
attachee a un magnetique. La population purifiee contient 
en general plus de 98,5% de splenocytes CD8 + , comme le 
revele 1 1 analyse FACS. 

Test de proliferation des cellules T. 

Les cellules T purifiees issues de rates de souris 
transgeniques clone 4 (10 s cellules par puits, sauf 
mention contraire) ont ete ajoutees aux puits revetus par 
SC-Kd/HA ou SC-Kd/CW3. De la thymidine 3 H a ete ajoutee 
apres 24 heures de culture et 1 r incorporation radioactive 
a ete mesuree apres 16 autres heures. Dans certaines 
experiences, de l'iL-2 ( IL-2 recombinante humaine, 
Immugenex Corp., Los Angeles, CA) a ete ajoutee au debut 
de la stimulation. 

Induction de CTL 

Des splenocytes CD8 + purifies issus de rates de souris 
transgeniques clone 4 (3.10 6 cellules) ont ete ajoutees 
aux plaques a 96 puits couvertes par 2 \xg/ml de SC-Kd/HA 
et ont 6te incubes a 37 # C pendant trois jours en 
l f absence d f IL-2 exogene, et en presence du peptide 
competiteur CW3 a 50 pg/ml . Les cellules ont alors ete 
rassemblees et les cellules viables ont ete comptees par 
exclusion au bleu trypan. L'activite cytotoxique des 
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cellules a ete testee sur des cellules cible P815 
marquees au 51 Cr pulsees avec soit HA, soil: CW3 tel que 
decrit precedemment ( 142 ) • 

5 Determination de cytokines 

Des splenocytes purifies CD8+ (10 5 puits ) ont ete 
ajoutes a des plaques a 96 puits revetus de 2 pg/ml de 
SC-Kd/HA en presence de peptide competiteur CW3 ( 50 
jjg/ml), ou de 20 \xg/ml de SC-Kd/CW3 Dans les 2 cas, on 
10 n'ajoute pas de IL-2 exogene 

Les surnageants de culture sont collectes a 
differents moments apres stimulation La production de TNF 
a ete mesuree par bioessai en utilisant la lignee WEHI- 
279 comme indicateur. On a mesure la production de IFN-y, 
15 IL-2, IL-3, IL-4, 1L-6, IL-10 et GM-CSF dans les 
surnageants de culture par test ELISA analyse par 
cytometrie 

10 5 splenocytes CD8+ purif ies/puits ont ete colores 
avec differents anticorps conjugues, pendant 30 min sur 

20 de la glace en tampon FACS (2% SVF, 0,01 % azoture de Na 
dans PBS). Les cellules mortes ont ete colorees avec de 
l'iodure de propidium (Sigma Chemical Co - St Louis, MO). 
Les donnees sur les cellules viables ont ete obtenues et 
analysees sur FACScan en utilisant le logiciel Cellgnest 

25 (Becton Dickinson, San Jose, CA) 

RESULTATS 

Une reponse proliferative est elicitee par des complexes 
30 recouverts SC-Kd/HA seuls. 

Des molecules SC-Kd ont ete chargees avec le peptide HA 
et utilisees pour couvrir des plaques plastiques par 
1 f intermediaire de 1 1 anticorps K d -specif ique SFl-l.l.l. 
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Cet anticorps, qui reconnalt un epitope dans le domaine 
a3, a ete precedemment utilise pour generer des dimeres 
avec une topologie compatible avec 1 1 activation de 
cellules T. Les cellules T CD8 + ont ete purifiees a 
partir des splenocytes totaux de souris transgeniques 
clone 4 en utilisant un anticorps CD8-specif ique et des 
billes magnetiques comme decrit ci-dessus. Cette 
procedure donne de maniere reproductible une purete de 
cellules superieure a 98,5% en cellules T CD8* . 

En reponse aux complexes recouverts SC-Kd/HA, les 
splenocytes CD8 + clone 4 purifies proliferent d'une 
maniere dose-dependante. Les resultats sont illustres par 
la figure 33 (en abscisse, SC-Kd/HA recouverts en 
microgrammes/ml ; en ordonnee, proliferation des cellules 
T en cpm X ICf 3 ). La figure 33 montre que les complexes 
recouverts SC-Kd/HA induisent la proliferation de 
cellules CD8 + purifiees. Des splenocytes CD8 + purifies 
(10 / puits) ont ete incubes sur des plaques couvertes 
par les concentrations indiquees de complexes SC-Kd/HA en 
presence (carre blanc) ou en absence ( carre noir) de 10 
U / ml de IL-2 recombinante humaine. Apres 24 heures a 
37 *C, les cellules ont ete activees avec de la thymidine 

3tj 

ti pendant 16 heures. Sont egalement representees les 
proliferations induites par une lectine (en utilisant Con 
A a 5 ug/ml, cercle noir) ainsi qu'une ionophore 
PMA/calcium (10 ng/ml et 250 ng/ml, cercle blanc), ou en 
reponse a 20 jag/ml de SC-Kd/CW3 (triangle blanc) en 
1 ' absence de IL-2. Les donnees representent la moyenne 
de trois repetitions, et sont representatives de plus de 
8 experiences. 
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De maniere interessante, l f addition d'IL-2 exogene n'a 
pas ete necessaire et n'a eu aucun effet sur la 
proliferation mesuree. Les splenocytes CD8* purifies ont 
egalement prolifere a un niveau comparable a celui 
5 observe avec les complexes SC-Kd/HA, en reponse a la Con 
A ou & un melange ionophore PMA/calcium. La concentration 
de SC-Kd/HA requise pour que la reponse des cellules T 
soit a 50% de son maximum a ete de 0,5 a 0,6 pg/ml, que 
l'IL-2 exogene soit presente ou absente. Cette 
10 proliferation est peptide-specif ique puisque SC-Kd charge 
avec un peptide inapproprie CW3 n'a reussi a provoquer 
aucune proliferation de cellules T . Les resultats sont 
presentes en figure 34A. 

15 La figure 34 montre que les reponses prolif eratives de 
cellules CD8* dependent d'un stimulus SC-Kd/HA et ne 
necessitent pas une interaction CD28/B7. Les splenocytes 
CD8* purifies (10 5 / puits de l'haplotype H-2 d ou 2,5 X 10 5 
/ puits de l'haplotype H-2 b ) ont ete incubes sur des 

20 plaques couvertes avec les composes indiques pendant 24 
heures a 37*C en 1 ' absence d'IL-2 humaine recombinante. 
Les cellules ont ete pulsees avec de la thymidine 3 H 
pendant les 16 heures suivantes . Les donnees representent 
la moyenne de trois repetitions et sont exprimees en 

25 pourcentage de proliferation induite par lectine (en 
utilisant ConA a 5 pg/ml ) . En figure 34A, les plaques ont 
ete recouvertes par 2pg/ml de SC-Kd/HA, 40 ng/ml de 
peptides HA, 20 pg/ml de SC-Kd/CW3, 2 pg/ml SFl-l.l.l, et 
le competiteur (peptides CW3 ) a ete ajoute a 50 pg/ml. 

30 

Ces donnees indiquent que les molecules du CMH de classe 
I recouvertes sont capables d 1 induire la proliferation de 
splenocytes CD8* naifs purifies d 1 une maniere peptide- 
specif ique • 
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La procedure de purification n f active pas les splenocytes 
CD8 + 

De maniere a verifier que les splenocytes CD8* clone 4 
purifies presentent un phenotype naif, la distribution 
des tallies cellulaires et 1 ! expression de CD69, CD25, 
CD62L et CD44 ont ete analysees par cytometrie de flux 
apres purification. Les resultats sont illustres par la 
figure 35 qui montre que les splenocytes CD8 + presentent 
un phenotype active apres stimulation par SC-Kd/HA. 10 5 
splenocytes CD8* par puits ont ete incubes dans des 
plaques avec du PBS pendant 16 heures (jour 0) ou dans 
des plaques couvertes par 20 jag/ml de SC-Kd/HA pendant 
trois jours (jour 3) a la fois en absence d r IL~2 
recombinante et en presence de competiteurs (voir figure 
34). Les cellules vivantes ont ete choisies par rapport a 
CD8* . La taille des cellules (dispersion avant) et le 
phenotype de surface des cellules ont ete testes. 
L ? expression de CD69, CD62L, CD25 et CD44 par les 
splenocytes CD8* amorces et non amorces a ete mesuree 
par cytometrie de flux en utilisant 1 ' anticorps 
correspondant . Les resultats indiques sont les resultats 
pour une souris representative parmi un minimum de 3. 
Comme le montre la figure 35 (jour 0), plus de 85% des 
cellules T purifiees sont petites, CD69" , CD62 L* CD25" 
et faiblement CD44. Ces figures ne peuvent etre 
dif ferenciees de celles des splenocytes clone 4 non 
purifies qui ont indique que la procedure de purification 
ne modifie pas le niveau d T activation des cellules T. 



De maniere a confirmer que la procedure de purification 
choisie n 1 intervenait pas dans la proliferation 
subsequente induite avec SC-Kd/HA, on a purifie 
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« negativement » des cellules T CD8 + clone 4 en utilisant 
des anticorps diriges contre des cellules B (B220), CD4* 
(L3T4) et macrophages (F4/80) pour eliminer ces cellules 
des splenocytes transgeniques . II faut noter que cette 
5 . procedure ne peut pas modifier les cellules purifiees 
puisqu'aucun des anticorps utilises ne reagissent avec 
les cellules T CD8\ Ces splenocytes clone 4 purifies 
« negativement » ont alors ete utilises dans le meme test 
de proliferation et il a ete trouve qu'ils sont stimules 

10 d'une maniere similaire a leurs contreparties purifiees 
« positivement ». Les resultats sont presentes en figure 
34C. Les splenocytes CD8 + purifies ( 10 5 /puits de 
l'haplotype H-2d ou 2,5 X 10 5 /puits de 1 1 haplotype H-2b) 
ont ete incubes dans des plaques couvertes avec 2 pg/ml 

15 de SC-Kd/HA ou 20 pg/ml de SC-Kd/CW3, pendant 24 heures a 
37 *C en absence d'IL-2 humaine recombinante . Les cellules 
ont ete pulsees avec de la thymidine 3 H pendant les 16 
heures suivantes. Les donnees representent la moyenne de 
trois repetitions et sont exprimees en pourcentage de 

20 proliferation induite par lectine (en utilisant ConA a 5 
pg/ml ) . Les experiences impliquant une activation par SC- 
Kd/HA ont ete realisees en presence du peptide 
competiteur CW3 (50 pg/ml ) . Cependant, comme le niveau 
de purete et le rendement ont ete plus faibles que ceux 

25 obtenus pour les cellules T selectionnees 
« positivement » , la purification « positive » a ete 
choisie pour les experiences suivantes. 

La proliferation induite par SC-Kd/HA ne requiert pas 
30 1 ? interaction CD28/B7 

Les cellules T CD8 + utilisees dans ces experiences ont 
ete hautement purifiees. De maniere a exclure le fait 
qu'un petit nombre de molecules contaminantes APC ou B7 
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potentiellement exprimees sur les cellules T puisse 
fournir une co-stimulation, les experiences 

additionnelles suivantes ont ete realisees. CD28 est la 
molecule costimulatrice la plus puissante exprimee sur 
les cellules T. CTLA4-Ig, une proteine de fusion 
comprenant le domaine extracellulaire de I'homologue CD28 
CTLA-4 et la portion Fc d'une immunoglobuline humaine, se 
lie a B7.1 et B7.2 avec une haute af finite (143) et a ete 
utilisee a la fois in vivo et in vitro en tant que leurre 
pour bloquer 1 ' interaction CD28/B7 (143, 145). Pour 
determiner si 1 ' interaction CD28/B7 joue un role dans la 
proliferation de splenocytes CD8 + clone 4 naifs purifies 
par 1 » intermediate de SC-Kd/HA, le test de proliferation 
a ete realise en presence de 10 ]jg/ml de CTLA4-lg. ( Des 
experiences preliminaires ont indique que, tel que 
reporte precedemment (143), cette concentration est 
suffisante pour inhiber completement une reaction de 
lymphocytes mixtes allogeniques primaires de 10 5 
splenocytes d'une souris C57BL/6 induite par 10 s 
splenocytes irradies d 1 une souris DBA/2). Les resultats 
sont presentes en figure 34B. Les splenocytes CD8 + 
purifies (10 5 / puits de 1 ' haplotype H-2 d ou 2,5 X 10 s / 
puits de 1' haplotype H-2 b ) ont ete incubes sur des 
plaques couvertes avec 2 pg/ml de SC-Kd/Ha avec ou sans 
proteine de fusion CTLA4-lg (10 pg/ml ) , pendant 24 heures 
a 37 9 C en 1 1 absence d'IL-2 humaine recombinante. Les 
cellules ont ete pulsees avec de la thymidine 3 H pendant 
les 16 heures suivantes. Les donnees representent la 
moyenne de trois repetitions et sont exprimees en 
pourcentage de proliferation induite par lectine (en 
utilisant ConA a 5 pg/ml ) . Les experiences impliquant une 
activation par SC-Kd/HA ont ete realisees en presence du 
peptide competiteur CW3 (50 pg/ml ) . Comme le montre la 
figure 34B et comme il est attendu lorsque le seul 
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stimulus fourni aux cellules T est des complexes SC- 
Kd/HA, CTLA4-Ig n'a eu aucun effet sur la proliferation 
des splenocytes CD8* clone 4 . 

5 La proliferation induite par SC-Kd/HA ne requiert pas une 
interaction de cellule a cellule. 

De maniere a mieux determiner le role des interactions de 
cellule a cellule dans la proliferation de splenocytes 

10 CD8* clone 4 naifs, 1 ! effet d 1 une diminution de la 
densite cellulaire tout en maintenant la concentration de 
SC-Kd/HA constante a ete etudie. Des complexes SC-Kd/HA 
( 20 pg/ml ) ont ete couverts et des dilutions en serie de 
splenocytes CD8* clone 4 purifies ont ete inocules a 

15 raison de 1 , 5 X 10 3 a 1 , 5 X 10 5 cellules par ml. Les 
resultats sont presentes en figure 36 (en abscisse, 
nombre de cellules X 10"^ ; en ordonnee, la proliferation 
des cellules T en cpm X 1CT 3 ) qui montre que la reponse 
proliferative a SC-Kd/HA est proportionnelle au nombre de 

20 splenocytes CD8*. De 1,5 X 10 3 a 1,5 X 10 s splenocytes 
CD8 + par ml ont ete ajoutes a des plaques couvertes avec 
20 pg/ml de SC-Kd/HA, en absence d'IL-2 humaine 
recombinante, et en presence de competiteurs (voir figure 
34). Apres 24 heures a 37 # C, les cellules ont ete pulsees 

25 avec la thymidine 3 H pendant 16 heures. Les donnees 
representent la reponse moyenne de trois repetitions. 
Comme le montre la figure 36, une relation parfaitement 
lineaire est observee entre le nombre de cellules T 
inoculees et la proliferation mesuree sur toute la gamme, 

30 ce qui suggere qu 1 aucune interaction de cellule a cellule 
n'est requise pour que les cellules T proliferent. 

Les complexes SC-Kd/HA sont en effet le stimulus 
activateur re<ju par les splenocytes CD8 + clone 4. 
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Des peptides immunogeniques lies a des molecules du CMH 
presentent generalement de faibles taux de dissociation. 
On ne peut cependant pas completement exclure que durant 
la periode d 1 incubation, quelques peptides puissent se 
dissocier du SC-Kd recouvert et se lier a des molecules 
K d vides exprimees par des cellules T CD8 + . De maniere a 
deraontrer que les complexes SC-K d /HA recouverts sur des 
plaques plastiques sont en fait le stimulus activateur 
regu par les splenocytes CD8* clone 4 naifs purifies, 
trois experiences additionnelles ont ete realisees. 
Tout d'abord, la reponse de cellules T purifiees au 
peptide seul a ete examine. Les resultats sont illustres 
sur la figure 34A (voir ci-dessus). II a ete trouve que 
les splenocytes CD8 + clone 4 purifies ne proliferent pas 
lorsque 40 ng de peptides sont ajoutes, ce qui correspond 
a la quantite totale de peptides contenus dans environ 2 
\ig de complexes SC-Kd/HA. Ce resultat indique que meme si 
tous les SC-Kd/HA recouverts se dissociaient et si les 
peptides relaches se liaient aux molecules K d exprimes a 
la surface cellulaire, ceci ne serait pas suffisant pour 
expliquer la proliferation observee de splenocytes CD8 + 
clone 4 purifies. 

Deuxiemement, alors que les splenocytes clone 4 non 
purifies ont prolif6re en reponse au peptide seul du fait 
de la presence d T APC prof essionnelles dans la population 
brute de splenocytes, cette proliferation a ete bloquee 
par un exces de peptide inapproprie. Nous avons done 
cherche a determiner si le meme exces de peptide 
inapproprie avait un quelconque effet sur la 
proliferation de splenocytes CD8 + clone 4 purifies 
induite par SC-Kd/HA. Comme illustre par la figure 34A, 
un exces dans un facteur de 1 250 du peptide inapproprie 
CW3, qui inhibait la proliferation de splenocytes non 
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purifies induite par 40 ng/ml de HA, n f a aucun effet sur 
la proliferation de splenocytes CD8* clone 4 purifies 
induite par SC-Kd/HA recouvert. Toutes les experiences 
ont done ete realisees en presence de 50 pg/ml de peptide 
CW3. 

Enfin, la souris transgenique clone 4 a ete croisee sur 
un haplotype H-2 b , comme decrit dans la section Materiel 
et Methodes de cet exemple. De maniere interessante, bien 
que le TCR transgenique clone 4 soit restreint par K d , 
quelques cellules T HA-reactives ont ete positivement 
selectionnees dans le contexte H-2 b . Des splenocytes CD8* 
issus de ces souris ont 6te purifies et leur 
proliferation induite par SC-Kd/HA recouvert a ete testee 
comme decrit ci-dessus. Comme illustre par la figure 34C, 
ces splenocytes transgeniques CD8 + H-2 b ont prolifere en 
reponse a SC-Kd/HA recouvert, bien que le niveau de 
proliferation ait ete quelque peu inferieur a celui 
obtenu avec des cellules purifiees a partir de souris 
transgeniques clone 4 H-2 d . Cette plus faible 
proliferation reflete le fait que seulement une fraction 
des cellules a repondu au stimulus puisque une regulation 
amont de CD69 n ! a ete detectee que sur 10% des 
splenocytes CD8 + H-2 b a 24 heures. La proliferation de 
splenocytes transgeniques clone 4 H-2 b etait peptide- 
specif ique puisque SC-Kd/CW3 n'a pas induit de 
proliferation (voir figure 34C). 

Pris ensemble, ces resultats indiquent que la 
proliferation observee n r etait pas due a la liberation du 
peptide HA a partir des complexes SC-Kd/HA recouvert et a 
sa liaison a des molecules K d exprimees sur des cellules, 
Ce sont en effet les complexes SC-Kd/HA qui sont le 
stimulus activateur regu pas les splenocytes CD8 + clone 
4. 
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Les splenocytes CD8 + clone 4 stimules par des complexes 
SC-Kd/HA presentent un phenotype activfe. 

De maniere a determiner si la proliferation de 
splenocytes CD8 + clone 4 stimulee par des complexes SC- 
Kd/HA est associee a un phenotype active, I 1 expression de 
plusieurs marqueurs d 1 activation a ete analysee par 
cytometrie de flux (voir la figure 35). Comme mentionne 
ci-avant, apres purification, les splenocytes CD8 + clone 
4 sont CD69\ CD25", faiblement CD44, fortement CD62L et 
de petite taille, ce qui indique un phenotype naif (voir 
figure 35, jour 0), Apres que les cellules aient ete 
stimulees pendant trois jours par des complexes SC-Kd HA 
recouverts en 1 1 absence d ! lL-2 ajoute, la transformation 
en blastes a ete observee pour 90% des cellules. 
L» expression de CD69 et CD25 a ete detectee dans 
respectivement 94% et 93% des cellules. L r expression de 
CD44 etait regulee en amont de faible a fort et 
1 'expression de CD62L a diminue dans environ 20% des 
cellules (voir figure 35 jour 3). En fait, 16 heures de 
stimulation furent suffisantes pour observer une 
regulation amont de CD69 dans 90% des cellules activees. 
Inversement, les experiences de cinetique ont indique que 
huit jours etaient necessaires pour observer une 
modulation negative de CD62-L dans plus de 80% des 
cellules. Ces resultats demontrent que (i) apres 
purification les splenocytes CD8 + clone 4 presentent un 
phenotype naif, (ii) les complexes SC-Kd/HA recouverts 
stimulent la grande majorite des cellules pour presenter 
un phenotype completement active. 
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Les splenocytes CD8 + clone 4 stiraules par des complexes 
SC-Kd/Hfl recouverts secretent des cytokines. 

Nous avons ensuite determine si la proliferation et 
1' activation de splenocytes CD8 + clone 4 etaient 
associees a une dif ferenciation en effecteurs. La 
production de differences cytokines a ete mesuree apr£s 
stimulation a 1 ' aide de complexes SC-Kd.HA, sans addition 
d'IL-2 exogene, et en presence d ' un exces de peptides 
CW3. Les resultats sont presentes dans le tableau /l 
suivant : 
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TABLEAU 11 

Production de cytokines par des splenocytes CD8 + actives par SC-Kd/HA 





Jour O 


Jour 1 


Jour 3 




SC-Kd/HA 


SC-Kd/CW3 


SC-Kd/HA 


TNF (fg/ml)* 


<0,4 


4.44 (0,10) 


<0.4 


17.30 (0,96) 


IFN-y (ng/ml) 


<0,037 


1.19 (0,65) 


<0.037 


64,59 (11,60) 


EL- 3 (ng/ml) 


<0,02 


0,08(0,01) 


<0,02 


1,41 (0.18) 


GM-CSF (ng/ml) 


<0,024 


6,48 (2,42) 


<0,024 


23.28 (3.28) 



* Moyenne (deviation standard) de la concentration en 
cytokine dans le surnageant de 10 s splenocytes CD8 + 
purifies actives avec le complexe SC-Kd/peptide indique. 
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Les productions de IFN-y et de IL-3 ont toutes deux ete 
detectees apres 24 heures et ont augmente au jour 3 (voir 
tableau 1, lignes 2 et 3), alors que celles de GM-CSF et 
de TNF etaient plus precoces ; et egalement augmentaient 
5 au cours du temps (voir tableau 1, lignes 1 et 4 ) . La 
production de cytokines etait peptide-specif ique puisque 
il n ! y a pas eu de cytokines detectees lorsque les 
cellules ont ete incubees en presence de SC-Kd charge 
avec un peptide inapproprie (voir tableau 3 colonne 

10 relative a CW3 ) . Des splenocytes CD8* nalfs 
( immediatement apres purification) n'ont pas produit de 
quantites detectables de ces cytokines (tableau 1, jour 
0). II n'a pas ete possible de detecter une quelconque 
production d'IL-2, IL-4, IL-6 ou IL-10 dans le 

15 surnageant de cellules activees par SC-Kd/HA. 

La stimulation de CD8* par des complexes SC-Kd/HA 
recouverts induit une activite cytotoxique. 

20 De maniere a mieux caracteriser les blastes de cellules T 
CD8* clone 4 obtenus apres stimulation par SC-Kd/HA 
recouvert, 1 1 activite cytotoxique a ete mesuree. Des 
splenocytes CD8 + clone 4 purifies ont ete actives 
pendant trois jours en 1 ' absence d'IL-2 exogene et en 

25 presence d'un exces de CW3 . Les cellules activees ont ete 
incubees pendant 6 heures avec des cellules P815 marquees 
au 51 Cr pulsees avec HA a differents ratio effecteur : 
cellule cible. Les resultats sont presentes en figure 37 
(en abscisse, ratio effecteur : cellule cible ; en 

30 ordonnee, pourcentage de lyse specifique). 

La figure 37 illustre le fait que les splenocytes CD8* 
actives par SC-Kd/HA elicitent une reponse cytotoxique. 
Des splenocytes CD8 + purifies (3 X 10 6 ) ont ete utilises 
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immediatement apres purification (jour 0) ou ont ete 
incubes dans des plaques couvertes avec 2 mg/ml de SC- 
Kd/HA pendant trois jours (jour 3) a 37 # C, en 1 ' absence 
d'lL-2 humaine recombinante et en presence de competiteur 
( voir figure 34 ) . L 1 activite cytotoxique primaire 
(mesuree par test de liberation de 51 Cr comme decrit 
dans la section Materiel et Methode de cet exeraple ) a ete 
testee sur des cellules cibles P815 pulsees (symboles 
noirs) et non pulsees (symboles blancs ) par le peptide HA 
(jour 0, symbole = cercle ; jour 3, symbole = carre ) . 
Comme illustre par la figure 37, alors qu 1 aucune activite 
cytotoxique n ' a ete detectee immediatement apres 
purification (voir figure 37, jour 0), une lyse 
significative a ete observee avec les cellules T CD8* 
clone 4 activees pendant 3 jours. Cette lyse etait 
peptide-specif ique puisque les cellules P815 pulsees par 
le peptide inapproprie CW3 n'ont pas ete lysees (voir 
figure 37, jour 0 et jour 3, - HA). 



La presente invention n r est d T aucune maniere limitee 
aux exemples specif iques contenus dans le present memoire 
descriptif. Les revendications annexes, dont l'objet peut 
etre obtenu et utilise par l'homme du metier en se basant 
sur la presente description, fournit d 1 autres exemples de 
1* ob jet considere par 1' invention. D'autres modes de 
realisation peuvent etre deduits du contenu de la 
presente description, conjointement avec la comprehension 
de l'homme du metier, par exemple les enseignements que 
I'on trouve dans les documents references ci-apres. 

L f invention comprend specif iquement, comme decrit 
ici et comme il apparait clairement a l'homme du metier : 
les molecules recombinantes ; les molecules recombinantes 
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en association avec un peptide approprie, ou ce qu'on 
appelle egalement le complexe CMH/peptide ; les complexes 
CMH/peptide sous les formes monomere, dimere, polymere et 
en agregats ; les methodes et procedes destines a 
detecter et produire des lymphocytes antigene-specif iques 
utilisant l'une quelconque des molecules recombinantes 
mentionnees ci-dessus ; des kits de diagnostic impliquant 
1 'utilisation des molecules recombinantes mentionnees ci- 
dessus ; des methodes utilisant des lymphocytes generes 
par mise en contact des complexes CMH/peptide avec 
diverses cellules appropriees ; et des methodes 
permettant d'influencer l'activite ou la fonction d T un 
lymphocyte en le mettant en contact avec un complexe 
CMH/peptide sous differentes formes. La forme monomere du 
complexe CMH/peptide est particulierement utile pour 
anergiser des lymphocytes et la forme dimere est 
Particulierement utile pour generer un CTL „ 

Ces resultats montrent done que des molecules CMH 
recombinantes, monocatenaires, couplees, a densite 
elevee, sur des billes, sont capables d'activer de 
maniere efficace des CTL primaires et que ces CTL, 
lorsque la comparaison est possible, des caracteristiques 
similaires a celles des CTL produits in vivn par 
immunisation. 
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L'homme du metier peut consulter les documents suivants pour 
mettre en pratique 1 ! invention ou mieux comprendre le contexte. 
Ces documents sont egalement pertinents dans leurs 
enseignements specifiques auxquels il est fait reference dans 
la description. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1 . Methode de detection de la presence ou de 
1 ' absence d f un lymphocyte antigene-specif ique, comprenant 

5 les etapes consistant 

a fournir un complexe comprenant un determinant modifie 
du complexe ma j eur d 1 histocompatibility ( CMH ) , en 
association avec un antigene peptidique specifique ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; 

10 a incuber le complexe couple a un support solide avec un 
echantillon biologique dans des conditions appropriees 
pour lier un lymphocyte a un antigene ou a une molecule 
du complexe majeur d ? histocompatibility ; et 

a detecter la presence ou 1 1 absence de lymphocytes lies 
15 au complexe couple a un support solide. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le determinant du CMH modifie est present sous 
la forme d 1 un dimere ou d'un polymere d'ordre superieur, 
ou d'un agregat. 

20 3. Methode selon l'une des revendications 1 ou 2, 

dans laquelle 1 f antigene est choisi dans le groupe 
d f antigenes essentiellement forme par les antigenes 
associes a des tumeurs, les antigenes derives d'un 
parasite, les antigenes derives de bacteries et les 

25 antigenes derives de virus tels que VTH, influenza, CMV, 
VPH, Hepatite A, Hepatite B, Hepatite non-A non-B et 
Hepatite C. 
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4. Methode de detection de la presence ou de 
1' absence d'un lymphocyte T specif ique d ' une tumeur, 
comprenant les etapes consistant 

a fournir un complexe comprenant une molecule modifiee du 
complexe majeur d 1 histocompatibilite, en association avec 
un antigene specique de tumeur ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; 

a incuber ledit complexe couple a un support solide avec 
un echantillon biologique ; et 

a detecter la presence ou 1 ' absence d'un lymphocyte T lie 
au complexe couple a un support solide. 

5 . Methode selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1-4, caracterisee en ce que 1 ' incubation 
comprend en outre une periode d' environ 3 heures a 
environ 4*C, avec ou sans agitation douce, et en ce que 
la detection comprend en outre 1 ' utilisation d'un 
concentrateur de particules magnetiques . 

6. Methode d'obtention, d 1 isolement ou de 
purification d'un lymphocyte T antigene-specif ique, 
comprenant les etapes consistant 

a fournir un complexe constitue essentiellement par un 
determinant modifie du complexe majeur 

d' histocompatibilite en association avec un antigene 
peptidique ; 

a coupler le complexe a un support solide ; 

a incuber ledit complexe couple au support solide avec un 
echantillon biologique, de sorte que les lymphocytes T 
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puissent se lier au complexe couple au support solide ; 
et 

a separer des autres cellules les lymphocytes T lies. 

7. Methode de preparation d ? un lymphocyte T 
cytotoxique antigene-specif ique, comprenant les etapes 
consistant 

a fournir un complexe comprenant un determinant modi fie 
du complexe majeur d 1 histocompatibility en association 
avec un antigene ; 

a coupler le complexe a un support solide ; et 

a mettre en contact le complexe couple a un support 
solide avec un lymphocyte primaire. 

8. Methode selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que 1 1 antigene est choisi dans le groupe 
d ' antigenes essentiellement constitue par des antigenes 
specif iques de tumeur, des antigenes derives du VTH, des 
antigenes derives du virus influenza et un antigene 
derive de bacteries. 

9 . Methode selon 1 ' une quelconque des 
revendications 6 ou 7, caracterisee en ce que 1 T antigene 
est choisi dans le groupe d ? antigenes essentiellement 
constitue par des antigenes associes a des tumeurs, des 
antigenes derives d'un parasite, des antigenes derives de 
bacteries, et des antigenes derives de virus tels que 
V1H, influenza, CMV, VPH, Hepatite A, Hepatite B, 
Hepatite non-A non-B et Hepatite C. 

10. Methode destinee a tuer une cellule, contenant 
un antigene specif ique de tumeur, comprenant 1 1 etape 
consistant a mettre en contact un lymphocyte T 
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cytotoxique tel qu 1 obtenu par la methode selon la 
revendication 7 avec une cellule contenant un antigene 
specifique de tumeur dans des conditions 
physiologiquement acceptables . 

11. Methode d 1 introduction d'un lymphocyte T 
cytotoxique dans un animal ou chez l'homme, comprenant 
l'etape consistant a fournir un lymphocyte T cytotoxique 
comme revendique & la revendication 7 et a injecter le 
lymphocyte T cytotoxique a 1 1 homme ou a 1 ? animal, 
conjointement avec une solution, un vehicule ou des 
excipents physiologiquement acceptables. 

12. Methode d 1 anergisation d'un lymphocyte T 
antigene-specif ique, comprenant 1 ' etape consistant a 
mettre en contact le lymphocyte T avec une composition 
comprenant un determinant modi fie du CMH, sous forme 
monomere en association avec un antigene peptidique. 

13. Methode d 1 elimination d 1 une population de 
lymphocytes T antigene-specif iques , comprenant les etapes 
consistant 

a fournir un complexe comprenant un determinant modi fie 
du CMH, en association avec un antigene peptidique ; 

a coupler ledit complexe a un support solide ; et 

a introduire ledit complexe couple a un support solide 
dans une population de lymphocytes T. 

14. Methode selon l'une quelconque des 

revendications 1-9, 12 ou 13, caracterisee en ce que 

1 T antigene peptidique est lie par covalence au 
determinant modifie du CMH. 
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15, Methode selon l'une quelconque des 

revendications 1-9, 12 ou 13, caracterisee en ce que 
1 ' antigene peptidique est lie par covalence a un espaceur 
du determinant modi fie du CMH. 

5 16. Methode selon l'une quelconque des 

revendications 3-9, 12 ou 13, caracterisee en ce que le 
determinant modifie du CMH est present sous la forme d'un 
dimere ou d 1 un polymere d f ordre superieur ou d 1 un 
agregat . 

10 17. Molecule recombinante du CMH, comprenant SC-A2 

ou SC-Kd. 

18. Molecule recombinante du CMH, biologiquement 
f onctionnelle, possedant 1 1 activite de stimulation des 
lymphocytes T et de presentation d 1 antigene d r une 
15 molecule HLA-A2 naturelle, comprenant un ou plusieurs 
domaines de la chaine lourde de HLA-A2 lies, par 
covalence ou autrement, a une b2-microglobuline, ou a un 
fragment de b2-microglobuline, par 1 T intermediaire d 1 une 
region d ' espaceur flexible. 

20 19. Methode de diagnostic pour determiner la 

concentration ou la quantite relative de molecules 
solubles du CMH de classe I ou classe II dans un 
echantillon, comprenant les etapes consistant a utiliser 
une molecule recombinante, telle que revendiquee a la 

25 revendication 18, en tant que reference standard, a 
mettre en contact 1 ' echantillon avec des anticorps 
specifiques du CMH ou de la microglobuline, ou des deux, 
et a determiner la quantite de liaison dans 
1 'echantillon, comparee a la liaison de la molecule 

30 recombinante. 
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20. Kit de diagnostic servant a identifier des 
peptides antigeniques capables d'etre presentes par une 
molecule A2 comprenant une molecule recombinante, telle 
que revendiquee a la revendication 18, et un peptide 
marque, qui est capable de se lier a la molecule 
recombinante . 

21. Molecule recombinante, selon la revendication 
18, presente sous forme monomere ou sous forme dimere ou, 
de preference, en tant que polymere ou agregat de ces 
formes . 

22. Methode d • utilisation d ' une molecule 
recombinante, telle que revendiquee a la revendication 
21, destinee a stimuler et developper selectivement un 
clone de CTL specif ique a partir d ' une source de 
lymphocytes T, comprenant 1 ' etape consistant a mettre en 
contact la molecule recombinante chargee d ' un peptide 
specif ique avec un lymphocyte T. 

23. Composition comprenant une molecule 
recombinante, selon l'une quelconque des revendications 
18 ou 21, et un support solide. 

24. Composition selon la revendication 23, 
caracterisee en ce que le support solide est une bille 
magnetique. 

25. Methode d * utilisation d'une composition, telle 
que revendiquee a la revendication 24, pour induire in 
vltrQ des CTL Primaires peptide-specif iques, comprenant 
1' etape consistant a incuber la composition selon la 
revendication 24 avec un peptide, suivie de 1* etape 
consistant a mettre en contact la composition avec un PBL 
naif. 
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26. Methode d 1 utilisation d f un CTL selon la 
revendication 25, pour lier un CTL a une cellule porteuse 
d'antigene, comprenant le fait de mettre en contact le 
CTL avec la cellule porteuse d'antigene. 

27. Methode de production d ? anticorps specif iques 
anti-HLA, comprenant l'etape consistant a introduire une 
molecule recombinante, selon l'une quelconque des 
revendications 18 ou 21, dans un animal et a isoler ou 
purifier des anticorps issus du serum de l f animal. 

28. Methode de production d * une cellule productrice 
d ' immunoglobuline par un animal, comprenant le fait 
d 1 introduire une molecule recombinante, selon 1 1 une 
quelconque des revendications 18 ou 21, dans un animal et 
& isoler ou purifier la cellule. 

29. Kit de diagnostic destine a identifier la 
presence ou 1 1 absence d'un anticorps specif ique anti-HLA 
dans un echantillon, comprenant une molecule 
recombinante, selon la revendication 18, et un moyen de 
detection pour detecter la liaison d f anticorps 
specif iques a la molecule recombinante. 

30. Methode de diagnostic destinee a identifier des 
peptides qui peuvent etre presentes par une molecule A2 
pour resulter en une reponse immunitaire dans un 
lymphocyte, comprenant le fait de mettre une molecule 
recombinante, selon la revendication 18, en association 
avec un peptide, en contact avec un lymphocyte et a 
rechercher une reponse immunitaire. 

31. Methode selon la revendication 25, comprenant 
en outre 1 1 addition d 1 une cellule stimulatrice, telle 
qu'un conA-blast active par peptide. 
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32. Methode d ' utilisation d f une molecule 
recorabinante telle que revendiquee dans les 
revendications 18 et 21, pour stimuler une reponse immune 

specifique qk yiyp ou pour une activation directe de 

lymphocytes j.n yiyp par injection de la molecule sous 
forme de revetement de support quelconque. 
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Figure 11B 
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F. GODEAU ET AL.: "Purification and 
ligand binding of a soluble class I major 
histocompatibility complex molecule 
consisting of the first three domains of 
H-2Kd fused to beta2-mi crogl obul i n 
expressed in the bacul ovi rus-i nsect cell 
system. " 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY , 

vol. 267, no. 5, 1992, 

pages 24223-24229, XP002051156 

cite dans la demande 

voir le document en entier 



-/-- 



17-32 



| )( | Voir la 



suite du cadre C pour la hnde la iiste des documents 



0 



Les documents de families de brevets sont indiquesen annexe 



Categories speciaies de documents cites 

A" document defimssant letat general de latecnnique. non 
considere com me particulierement pertinent 

E" document anteneur. mais pubiie a la dale dedepot international 
ou apres cette dale 

L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
pnonte ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu indiquee) 
"O documenl se reterant a une divulgation orale a un usage a 
une exposition ou tous autres moyens 

P" document pubiie avant la date de depotinternational. mais 
posteneuremenf a la date de pnonte revendiquee 



document ulteneur pubiie apres ladate de depot international ou la 
date de pnonte et n appartenenant pas a I ©tat de la 
technique pertinent, mais citepour comprendre le pnncipe 
ou la theorie constituant la base del invention 

document particulierement pertinent: ('invention revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvelleou comme imptiquant une activite 
inventrve par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent: 1 invention revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combmaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famillede brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a eteeffectivement achevee 



6 janvier 1998 



Date d expedition du present rapport de recherche Internationale 



Hot. 



Nom et adresse postale de l administrationcrargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets P B 5618 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi|k 
Tel. (+31-70) 340-2040 Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autonse 



Hoekstra, S 



Formulaire PCT'fSA/210 (deuxieme teuille) OuiHet 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



ande Internationale No 

PCT/FR 97/00892 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric ' Identification des documents cites, avec.ie cas echeant. Ilndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



Y 
Y 

P.X 

P,X 
P.X 

A 
A 



TOSHITANI , KOJI ET AL: "Expression of a 
single chain HLA class I molecule in a 
human cell line: presentation of exogenous 
peptide and processed antigen to cytotoxic 
T lymphocytes" 

PROC. NATL. ACAD. SCI. U. S. A. (1996), 
93(1), 236-40 CODEN: PNASA6;ISSN: 
0027-8424, XP002051157 
voir le document en entier 

WO 96 05287 A (ANERGEN INC) 22 fevrier 
1996 

voir revendication 1 

voir le document en entier 

WO 95 35500 A (LUDWIG INST CANCER RES) 28 
decembre 1995 

voir le document en entier 

WO 96 26962 A (UNIV LELAN0 STANFORD 
JUNIOR) 6 septembre 1996 
voir page 13, ligne 6 
voir le document en entier 

W0 96 36881 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH 
;BAR0UCH DAN HUNG (GB); VESSEY STEPHEN JO) 
21 novembre 1996 
voir le document en entier 

W0 94 23067 A (ABBOTT LAB) 13 octobre 1994 
voir le document en entier 

W0 95 33995 A (GTI) 14 decembre 1995 
voir le document en entier 
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6,7 

1-32 

1-32 

6,7 

17-32 

17-32 

1-32 
1-32 



2 



Formulaire PCT/ISA/210 {suiie de la deux^me feuillej {jutHe\ 199?) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



L .ande international n° 

PCT/FR 97/00892 



Cadre I Observations - lorsquil a ete estime que certalnes revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. X Les revendications n°* 

se rapportent a un objet a legard duquel ("administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savotr: 

voir feuille supplemental SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



2. Les revendications n 08 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempiissent pas suffisamment les conditions preserves pour 

qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6. 4. a). 

Cadre II Observations - lorsqu il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche international a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, ie present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2 I I Comme toutes ies recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe addttionnelle, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

' ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 05 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' 1 de recherche internationale ne porte que sur l f invention mentionnee en premier iieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n 08 



Remarque quant a la reserve | j Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposam 

| j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d', 



raucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/21 0 (suite de ta premiere feuille (1 )) (Juillet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demande Internationale No. PCT/FR 97/00892 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 2 10 



Remarque : Pour autant que les revendi cations 10,11,22,26,30 et 32 
concernent une methode de traitement du corps humain/animal , la recherche 
a ete effectuee et basee sur les effets imputes au produit/a la 
composition. 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rens»ignements relatifs ^.membres da families de brevets 


Derr e Internationale No 

PCT/FR 97/00892 


Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 




Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 


S Date de 
1 publication 


WO 9605287 A 


22-02-96 




US 5595881 A 


21-01-97 



WO 9535500 A 28-12-95 AU 

CA 
EP 
FI 
NO 
ZA 



2828995 A 
2192562 A 
0767911 A 
965038 A 
965347 A 
9504986 A 



28-12-95 
16-04-97 

16- 12-96 

17- 12-96 
17-05-96 



WO 


9626962 


A 


06-09-96 


US 
CA 
EP 


5635363 
2212747 
0812331 


A 
A 
A 


03-06-97 
06-09-96 
17-12-97 


wo 


9636881 


A 


21-11-96 


AU 


5769096 


A 


29-11-96 


wo 


9423067 


A 


13-10-94 


AU 


6496094 


A 


24-10-94 


wo 


9533995 


A 


14-12-95 


US 


5514557 


A 


07-05-96 



Fonnuiaire PCT/ISA/210 (annexe families de brevela) (jmllet 1992) 



